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El asma es una enfermedad crónica de las vías respiratorias, caracterizada por la presencia de un 
infiltrado inflamatorio, que conduce a la obstrucción variable del flujo aéreo, la hiperrespuesta de las 
vías y el remodelado de la pared bronquial. Estos procesos aumentan la irritabilidad sensorial y la 
secreción de moco,  así como los episodios recurrentes de sibilancias, y producen disnea, opresión 
torácica y tos. La evidencia de que el asma es una enfermedad inflamatoria deriva de la presencia 
en las vías respiratorias principalmente de eosinófilos, mastocitos y linfocitos T, pero también de 
células dendríticas, macrófagos y neutrófilos. 
 
Actualmente, la enfermedad afecta a más de 300 millones de personas en el mundo, con cerca de 
250.000 muertes anuales. Su prevalencia aumenta cada año, principalmente en los países 
occidentales, constituyendo en éstos la enfermedad crónica más común de la infancia. 
 
La enfermedad asmática se orquesta mediante la respuesta inmune de tipo 2 (Th2), típica en 
enfermedades inflamatorias de tipo alérgico, entre las que también se incluyen la rinitis alérgica, la 
dermatitis atópica o la esofagitis eosinofílica.  Uno de los tipos celulares principales en este tipo de 
respuesta inmune es el eosinófilo, de carácter multifuncional gracias a la producción de una serie de 
citocinas inmunorreguladoras que desempeñan funciones de forma activa en la regulación de la 
respuesta inmune de tipo 2. De todas las citocinas liberadas por los eosinófilos y otras células como 
los linfocitos T cabe destacar la producción de  IL-4, IL-5 e IL-13 en las respuestas de tipo 2, que 
van a activar diferentes rutas de señalización .  
Tanto la magnitud como la duración de la activación de las rutas de señalización, deben estar 
sometidas a un estricto control. En este sentido, existen sistemas de regulación negativa de la 
señalización esenciales para la homeostasis de los procesos inmunológicos como es el caso de la 
familia de proteínas supresoras de la señalización de citocinas (SOCS). De todos los miembros que 
componen esta familia, SOCS3 ha sido relacionado de forma positiva con la gravedad de varias 
enfermedades alérgicas como el asma y la dermatitis atópica. El aumento de expresión de SOCS3 
promueve dichas respuestas alérgicas inhibiendo el desarrollo hacia un fenotipo de tipo 1 y 
promoviendo el de tipo 2 en los linfocitos T y otras células.  
En los últimos años ha existido un estancamiento en la aparición de nuevas terapias eficaces para 
combatir enfermedades alérgicas. Es el caso del asma, que a pesar del incuestionable progreso 
   
alcanzado en lo que se refiere al mecanismo de la enfermedad y el establecimiento de fenotipos 
subyacentes, el tratamiento actual sigue consistiendo  en el uso de anti-inflamatorios sistémicos y 
poco específicos como los glucocorticoides en combinación con broncodilatadores y 
antihistamínicos.  
 
En general, estos fármacos controlan eficazmente los síntomas en la mayoría de los pacientes, pero 
sigue existiendo un gran número de pacientes refractarios a éstas terapias, lo que ha hecho 
necesaria la búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas, entre las que se incluyen la 
inmunoterapia o el uso de inhibidores específicos o anticuerpos frente a mediadores del proceso 
alérgico. 
 
A pesar de los avances, un gran número de pacientes sigue sin responder a estas terapias lo que 
hace necesario el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. 
 
La terapia génica se presenta como una alternativa dirigida hacia una diana concreta, cuyo efecto es 
potencialmente local y duradero. El bloqueo de una función biológica a través de la represión de la 
actividad transcripcional es más eficiente que la inhibición de una determinada proteína, puesto que 
a partir de una sola molécula de ARN mensajero se generan múltiples copias de una proteína 
específica. Uno de los mecanismos más utilizados como terapia génica es el silenciamiento génico 
que reduce y regula la concentración de ARN mensajero dentro de la célula y por lo tanto, la 
formación de una proteína.  
OBJETIVOS 
El presente estudio tiene como objetivo principal analizar la función de SOCS3 en la enfermedad 
asmática. Inicialmente se estudia en un modelo de asma crónica inicial a partir del análisis obtenido 
mediante el perfil de expresión génica en pulmones. Además se evalúa la función de SOCS3  y su 
regulación en pacientes con tres enfermedades Th2 caracterizadas por presentar un abundante 
infiltrado eosinofílico, bien en los pulmones como es el caso del asma y la bronquitis eosinofílica no-
asmática bien en el esófago como ocurre en los pacientes con esofagitis eosinofílica. Por último, se 
pretende evaluar el potencial terapéutico del silenciamiento de SOCS3 en un modelo animal de 
asma alérgica. 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Se realizaron dos modelos animales de asma alérgica crónica sensibilizados al antígeno 
ovalbúmina. En el primero, se utilizaron un total de 60 ratones divididos en cuatro grupos: control 
negativo (SS), control positivo (OVA), tratados con el plásmido vacío (OVA pEGFP) y tratados con el 
plásmido con galectina-3 (OVA pEGFP-GAL-3).  
Transcurridas doce semanas los animales fueron sacrificados y se extrajo el ARN de los pulmones 
para analizar el perfil de expresión en los diferentes grupos mediante la técnica de los microarrays. 
Además se llevaron a cabo una serie de inmunohistoquímicas y PCR cuantitativas para confirmar 
los resultados. 
Para acometer el segundo modelo animal de asma crónica alérgica se emplearon un 68 ratones 
divididos en los siguientes cuatro grupos de experimentación: control negativo (SS), control positivo 
(OVA), tratado con un ARNsi control negativo (OVA ARNsi C-) y tratado con ARNsi de SOCS3 (OVA 
ARNsi SOCS3).   
Para comprobar la eficacia del tratamiento in vivo se realizaron las siguientes técnicas: 
pletismografía corporal para analizar la hiperrespuesta de las vías respiratorias, tomografía de 
fluorescencia molecular y tomografía computarizada para evaluar el grado de inflamación y 
obstrucción pulmonar.  
Transcurridas 9 semanas se sacrificaron los animales y se llevaron a cabo una serie de 
experimentos in vitro para completar el estudio, entre los que se incluyen: citometría de flujo a partir 
de las células extraídas de los lavados broncoalveolares y tinciones de  hematoxilina/eosina en los 
cortes de pulmón para analizar el grado de infiltración, tinción tricrómica de Masson y Alcian 
Blue/PAS para evaluar los depósitos de colágeno y moco respectivamente, cuantificación de 
citocinas por PCR cuantitativa, enzimoinmunoensayos para analizar la respuesta humoral y western 
blot de proteínas implicadas en las vías de señalización JAK/STAT y Rho/ROCK. Finalmente se 
evaluó la expresión de micro ARNs (ARNmi) mediante la técnica de los microarrays a partir del 
ARNmi extraído de los pulmones de los ratones. 
Por otro lado se evaluó la expresión de SOCS en pacientes con tres enfermedades Th2 como el 
asma (n=6), la esofagitis eosinofílica (EoE, n=25) y la bronquitis eosinofílica no-asmática (BENA, 
n=8), así como en controles sanos (n=9). Se purificaron los eosinófilos de sangre periférica y se 
midió por PCR cuantitativa la expresión de SOCS3 y SOCS5. En el caso de la EoE se amplió el 
estudio evaluando la expresión de SOCS3 y otros factores implicados en la respuesta Th2 en 
biopsias de esófago de los pacientes y en controles sin la enfermedad (n=17). 
Además en los eosinófilos purificados de sangre humana, se estudió la regulación de SOCS3 por 
citocinas Th2 y PGE2 mediante PCR cuantitativa y se analizó la función de SOCS3 en eosinófilos de 
pacientes asmáticos (n=36) mediante la herramienta de silenciamiento génico. Para ello, los 
eosinófilos purificados se incubaron con ARNsi de SOCS3 o con ARNsi control negativo y se 
cuantificaron diversos factores y citocinas por PCR cuantitativa. Además se evaluaron acciones 
típicas de los eosinófilos como la migración, la adhesión y la degranulación y el estado de activación 
de las vías de señalización JAK/STAT y MAPK/ERK. 
RESULTADOS 
El análisis del perfil de expresión en los pulmones de los ratones con asma crónica y en los tratados 
con galectina-3 (Gal-3) puso de manifiesto la complejidad de la enfermedad revelando una serie de 
funciones biológicas afectadas en las que participaban una gran cantidad de genes. De todos los 
   
genes alterados en la respuesta asmática que modificaron su expresión debido a la terapia génica 
con Gal-3, se eligió al grupo de genes que forman parte de la familia de supresores de la 
señalización de citocinas (SOCS). La medida de SOCS3 y SOCS1 por PCR cuantitativa confirmó los 
resultados obtenidos por microarrays.  
El impacto de la terapia con gal-3 en la expresión de SOCS3 se corroboró por análisis 
inmunohistoquímico de los cortes de pulmón, observándose una drástica reducción de la 
acumulación de células que expresaban SOCS3 en las zonas inflamadas del pulmón.  
A continuación, se quiso evaluar la expresión de SOCS3 en humanos y se incluyeron, además de 
pacientes con asma, otras dos enfermedades Th2 que también cursan con abundantes infiltrados 
eosinofílicos, la BENA y la EoE. La expresión de SOCS3 medida en eosinófilos purificados de 
sangre periférica de pacientes con asma y BENA, era superior que la obtenida en los eosinófilos de 
los voluntarios sanos. En los pacientes con EoE, la expresión de SOCS3 era elevada en las biopsias 
de esófago analizadas, así como de SOCS1, IL-5, IL-13, CCR3 y eotaxina-3. En cambio, no se 
encontraron diferencias significativas en eosinófilos purificados de sangre periférica de los pacientes 
con EoE, ni de SOCS3, ni de SOCS1, en comparación con los sujetos control, sin embargo, la 
eosinofilia en sangre periférica correlacionaba positivamente con la expresión de SOCS3 en el 
esófago. Además, en estos pacientes se encontró una activación constitutiva de ERK detrminada 
tanto a nivel génico como proteico en las biopsias de esófago. La dieta de eliminación de seis 
alimentos, de conocida alta carga alergénica, efectuada en cinco de los pacientes con EoE redujo 
los niveles de SOCS3 en el esófago a la vez que mejoró la sintomatología de los pacientes. 
La regulación de SOCS3 fue investigada con detalle en los eosinófilos humanos purificados de 
sangre periférica, mediante el análisis de los niveles de ARNm de SOCS3. Las citocinas Th2, IL-4, 
IL-5 e IL-13 y la prostaglandina PGE2 aumentaban la expresión de SOCS3 de forma dosis y tiempo 
dependiente en los eosinófilos. 
La importancia de SOCS3 en las enfermedades Th2  y particularmente en el asma se evaluó y a 
través del silenciamiento génico de su expresión en eosinófilos purificados de pacientes con dicha 
enfermedad. La eliminación casi completa de la proteína de SOCS3 revierte el efecto del supresor 
fomentando la degranulación citolítica en los eosinófilos al inhibirse tanto la migración como la 
capacidad de adhesión, ambas acciones necesarias para producirse la extravasación al foco 
inflamatorio. Esta pérdida de regulación es debida a una activación constitutiva de la vía JAK/STAT 
y la disminución de la expresión de los factores de la transcripción GATA-3 y FOXP3 que promovían 
un fenotipo regulador en los eosinófilos. 
El último paso del estudio comprende el abordaje de un modelo animal de asma alérgica en el que 
se silencia la expresión de SOCS3 a nivel pulmonar mediante la administración intranasal del 
ARNsi. El tratamiento con ARNsi de SOCS3 restablece los niveles naturales del supresor, 
recuperando el control sobre la vía de señalización JAK/STAT y la activación de la respuesta Th2 a 
través de reducción de la concentración pulmonar de las citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e IL-17 y el 
aumento en contraste de IL-10. Como resultado, la mayoría de los infiltrados eosinofílicos en las 
vías respiratorias desaparecen, lo que ocasiona una disminución de la hiperrespuesta de las vías 
respiratorias, la hipersecreción de moco y los depósitos de colágeno,  conduciendo, en conjunto, a la 
atenuación del proceso asmático en los ratones con asma alérgica inducida por OVA. 
CONCLUSIONES   
La reducción de los niveles de SOCS3 en el asma alérgica y otras patologías Th2 características 
como la bronquitis eosinofílica-no asmática (BENA) y la esofagitis eosinofílica (EoE), en las que 
también se encuentran elevados, es una buena aproximación terapéutica para el tratamiento de este 

























Asthma is a chronic airway disease characterized by inflammatory infiltrates that leads to variable 
airflow obstruction, airway hyperresponsiveness and bronchial wall remodeling. These processes 
increase irritability and mucus secretion, and cause recurrent episodes of wheezing, breathlessness, 
chest tightness, and coughing. The evidence that supports asthma as an inflammatory disease is the 
presence in the airways mainly of eosinophils, mastocytes and lymphocytes T, but also of dendritic 
cells, macrophages and neutrophils. 
Nowadays, asthma affects 300 million people all over the world and causes nearly 250.000 deaths 
per year. In the same way, its prevalence increase every year, particularly in developed countries 
where asthma is the most common chronic disease.  
Asthma, and other allergic inflammatory diseases as allergic rhinitis, atopic dermatitis or eosinophilic 
esophagitis, is orchestrated by the type 2 immune response (Th2). In Th2 immune responses, 
eosinophils play key roles due to their multifunctional nature. Eosinophils are terminally differentiated, 
nondividing cells, and tissue supplied comes only from blood circulation.  Therefore, they have to 
migrate from the bloodstream into inflamed airways recruited by chemoattractants as eotaxins and 
IL-5. First, they start to roll along the endothelium, to establish a firmer adhesion on the endothelium 
because of the interaction of the integrins on eosinophils with adhesion molecules of the 
immunoglobulin family, and then eosinophils extravasate to the target tissue to exert their functions. 
Eosinophils have been traditionally been described as effector cells in asthma thanks to the capacity 
to release an array of products that damage the epithelium, induce mucus production and 
bronchoconstriction; however recent studies have revealed a more diverse role for eosinophils 
displaying a great variety of immunoregulatory regulatory roles as professional antigen presenting 
cells and as modulators of T CD4+ cells, dendritic cells, B cells, mast cells, neutrophils, and 
basophils. Eosinophils express a specific cytokine profile to carry out the regulation and polarization 
of these cells towards a new functional subtype; in allergic asthma, where Th2 responses are 
predominant, IL-4, IL-5 and IL-13 are the principal secreted cytokines. These cytokines bind to 
membrane receptors to activate complex signal transduction pathways.  
Cytokines are one of the main soluble molecules that participate in the initiation, perpetuation, 
execution, and resolution of the inflammatory response. Therefore, tight control of cytokine 
production and function is required to prevent an imbalance in the magnitude, duration, and 
remission of the immune response. SOCS proteins are recognized as an important mechanism in the 
   
negative regulation of several cytokine pathways. Among all SOCS members, SOCS3 expression 
has been positively correlated to an increase severity in some allergic diseases as asthma and atopic 
dermatitis. SOCS3 is predominantly expressed in Th2 cells and inhibits Th1 differentiation. 
In the past years the treatment of allergic diseases has barely been modified and only a few new 
effective therapies have arisen. In the case of asthma, although there have been substantial 
advances in the understanding of the pathogenesis and natural course of the disease, current 
treatment is still based on the use of systemic or inhaled corticosteroids in combination with 
bronchodilators and antihistamines. These drugs control efficiently the symptoms in most asthma 
patients but the disease does not disappear, and other approaches have been developed recently 
like immunotherapy and specific inhibitors or antibodies against allergic mediators. Despite the 
progress, a big number of patients are non-responders to these new therapies so it is very important 
to continue searching for new therapeutic strategies.  
Among all the possible new strategies, gene therapy is an alternative which targets a specific step 
leading to a locally and long-lasting effect.  
Transcriptional activity repression is more efficiently than protein inhibition to block a biological 
function because with one messenger RNA molecule is possible to generate multiple protein copies. 
One of the mechanism more frequently used in gene therapy is gene silencing which is capable of 
reduce and regulate messenger RNA concentration in cells, and therefore protein levels. The 
intranasal administration of naked siRNA has opened new possibilities in drug delivery and 
respiratory therapy. We have developed a therapeutic approach in a murine model of chronic asthma 
by delivering SOCS3-siRNA intranasally. 
OBJECTIVES 
The main objective of the study is to analyze SOCS3 function in asthma. Firstly, a gene expression 
lung profile is obtained from mice with chronic asthma treated or not with galectin-3. Then, SOCS3 
function and regulation is evaluated in patients with three different highly eosinophilic-Th2 diseases: 
asthma, non-asthmatic eosinophilic bronchitis (NAEB) and eosinophilic esophagitis (EoE). Finally, 
SOCS3 gene silencing by locally administered siRNA is tested in an allergic asthma mouse model to 
evaluate the therapeutic potential.   
MATERIALS & METHODS 
Two different OVA-induced asthma mouse models were carried out.  The first one established four 
groups: negative control (SS), positive control (OVA), empty plasmid-treated (OVA pEGFP) and 
galectin-3 encoded plasmid-treated (OVA pEGFP-GAL-3). After 12 weeks animals were sacrifized 
and lungs were extracted to purify RNA and determine the expression profile among the four 
experimental groups by using microarray technology. Moreover, immunohistochemistry and 
cuantitative PCR were performed to further confirm the results obtained by microarray technology. 
The second asthma animal model was also divides in four groups: negative control (SS), positive 
control (OVA), siRNA negative control-treated (OVA C-siRNA) and SOCS3 siRNA-treated (OVA 
SOCS3 siRNA). 
SOCS3 siRNA treatment efficiency was checked in vivo by body plethysmography, fluorescence 
molecular tomography and computerized tomography to evaluate airway responsiveness, 
inflammation and pulmonary obstruction respectively. 
After 9 weeks animals were sacrifized. A wide range of in vitro techniques were performed to 
complete the study: flow citometry of brochoalveolar lavage cells and hematoxilin/eosin staining to 
evaluate infiltrates, Masson trichrome and Alcian Blue /PAS staining to analize collagen and mucus 
deposits respectively, cytokine measurement by cuantitative PCR, humoral response analize by 
ELISA and protein western blot to assess activation of signaling pathways. Finally, micro RNA 
expression profile in lungs was determined by microarray technique. 
SOCS expression was evaluated in patients with three differents Th2 diseases: asthma (n=69, 
eosinophilic esophagitis (EoE) (n=25) and non-asthmatic eosinophils bronchitis (NAEB) (n=8), and 
also in nine healthy controls. Eosinophils were purified from peripheral blood and SOCS3 and 
SOCS5 expression were measured by cuantitative PCR. Furthermore, EoE patients underwent a 
detailed study, and SOCS3 expression as well as other factors implicated in Th2 immune responses 
were analized in esophageal biopsies from subjects with (n=25) and without (n=17) the disease. 
SOCS3 regulation by Th2 cytokines and PGE2 in human purified eosinophils were analized by 
cuantitative PCR, and SOCS3 function in eosinophils froms asthmatic patients (n=36) were studied 
by gene silencing. Eosinophils were incubated with SOCS3 siRNA or a negative control siRNA, and 
after 48 hours different factors and cytones were assessed by cuantitative PCR and signaling 
pathway intermediates were study by western blotting. Moreover, eosinophil migration, adhesion and 
degranulation were evaluated. 
RESULTS 
The analysis of gene biological function revealed gene enrichment in several pathways when 
comparing the OVA and pEGFP-Gal-3 groups. Interestingly, inflammatory response, leucoyte 
activation, and cytokine production processes presented a significant overexpression in mice from 
OVA group compared to mice treated with galectin-3 gene therapy. One of the pathways that 
underwent significant enrichment in OVA mice in comparison to the pEGFP-GAL-3 group were the 
processes implicate in negative regulation of inflammatory response. Prominent among this class of 
intracellular regulators are members of the SOCS family of proteins. Microarray data was confirmed 
by measuring SOCS1 and SOCS3 levels by cuantitative PCR.  
 
   
The impact of gal-3 therapy on SOCS3 was further confirmed by immunohistochemical analysis. 
Accumulation of SOCS3-expressing cells at the inflammatory site coincides with accumulation of 
inflammatory cells. In the mice treated with Gal-3, there was a correlation between non-SOCS3-
expressing cells and the absence of inflammatory cells. 
SOCS3 expression was then evaluated in patients with asthma, NAEB and EoE, which are three 
Th2-diseases characterized by eosinophilic infiltrates. SOCS3 expression was higher in eosinophils 
from NAEB and asthma patients than in healthy subjects. In the case of EoE patients, SOCS3 
expression was found elevated in the esophageal biopsies analized, as well as SOCS1, IL-5, IL-13, 
CCR3 and eotaxin-3. However when SOCS3 and SOCS1 were determined in blood eosinophils we 
did not achieve significant differences in comparison with the control subjects, but a positive 
correlation was observed between blood eosinophils and SOCS3 esophageal expression. Moreover, 
in EoE patients ERK signaling was constitutively activated in the esophagus determined by 
cuantitative PCR and western blot. Empiric 6-food elimination diet, in which the top food allergens 
were removed in five EoE patients, reduced SOCS3 mRNA levels in the esophagus at the same time 
that patients improved. 
SOCS3 regulation was further studied in human blood eosinophils by cuantitative PCR. IL-4, IL-5 and 
IL-13 and PGE2 eosinophil stimulation increased SOCS3 mRNA levels in a time and dose dependent 
manner. 
SOCS3 importance in Th2 diseases and particularly in asthma, was evaluated by gene silencing of 
blood eosinophils purified from asthma subjects. Almost complete SOCS3 protein elimination 
reversed the suppressor effect and promoted cytolitic degranulation in eosinophils and the inhibition 
of migration and adhesion capacity, actions which are essential in eosinophil extravasation to the 
tissue. The loss in regulation is due to a constitutively activaction of the JAK/STAT signaling 
pathway, and a disminished GATA-3, FOXP3 and IL-10 expression. GATA-3 is the master 
transcription factor for Th2 cells and FOXP3 and IL-10 are mainly promoters of the regulatory 
phenotype in eosinophils. 
 
Finally, SOCS3 levels were reduced in lungs by locally SOCS3 siRNA delivering into the mice lungs. 
SOCS3 siRNA treatment restored homeostatic suppressor levels in lungs. So control of the 
JAK/STAT signaling pathway and the Th2 response was regained through a pulmonary reduction of 
IL-4, IL-5, IL-13 and IL-17 cytokines at the same time IL-10 was augmented. Additionally, RhoA-
ROCKinase pathway was inhibited. As a result, eosinophil infiltrates in the airways nearly 
disappeared leading to disminution in airway hyperresponsiveness, mucus hypersecretion and 
collagen deposits. Airway inflammation was also evaluated in vivo by fluorescence molecular 
tomography and computerized tomography and SOCS3 gene silencing was effective in reducing cell 
infiltrates in mice lungs treated with SOCS3 siRNA. In combination, all these processes attenuated 
asthma progression in mice with OVA-induced allergic asthma.  
 
CONCLUSIONS 
Reduction of SOCS3 levels in allergic asthma and other Th2 pathologies with eosinophilia as NAEB 
and EoE in where SOCS3 expression is increased, is a suitable therapy to treat this kind of diseases. 
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CpG   Dinucleótidos de citosina-fosfato-guanina de ADN 
TC   Tomografía computarizada 
CT1   Cardiotrofina 1 
CTLA-4   Antígeno-4 asociado al linfocito T citotóxico 
CXCL   Ligando de quimioquina (motivo CXC) 




DAPI   4’,6-diamidino-2-fenilindol 
DE   Desviación estándar 
DGCR8  Región crítica 8 del síndrome de DiGeorge 
Dicer   Endorribonucleasa Dicer    
dNTP   Desoxirribonucleótido fosfato    
D.O.   Densidad óptica 
ECL   Potenciador de la quimioluminiscencia  
ECP   Proteína catiónica del eosinófilo 
EDN   Neurotoxina derivada del eosinófilo 
EDTA   Ácido etilendiamino tetracético 
EGF   Factor de crecimiento epidérmico 
ELISA   Enzimoinmunoensayo 
EoE   Esofagitis eosinofílica 
EPO   Peroxidasa del eosinófilo 
ERK   Kinasa regulada por señales extracelulares 
ESS   Dominio SH2 extendido 
EREA   Enfermedad respiratoria exacerbada por aspirina 
Fab   Fracción variable 
Fc   Fracción constante 
FcRI   Receptor Fc alpha I    
FcRI   Receptor de alta afinidad para la IgE 
FcRII   Receptor de baja afinidad para la IgE  
FcRI   Receptor Fc gamma I 
FCER1G  Fragmento  del receptor Fc épsilon de alta afinidad 
FCG2B   Receptor de la región Fc de inmunoglobulinas gamma agregadas 
FeNO   Fracción exhalada de óxido nítrico 
FITC   Isocianato fluoresceína 
FPR   Receptor del péptido formil 
FOXF1A  Caja “forkhead” F1A 
FOXP3   Caja “forkhead” 3 
Gal-3   Galectina-3 
GAP   Proteína activada por GTPasa 
GATA   Proteína de unión a la secuencia GATA 
G-CSF   Factor estimulante de colonias de granulocitos 
GH   Hormona de crecimiento 
GM-CSF  Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos 
GTP   Guanidín trifosfato 
GTPasa   Guanosina trifosfatasa 
GWAS   Estudio de asociación de genoma completo 
HEPES   Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazineetanosulfónico 
ABREVIATURAS 
    V 
 
HLA   Antígeno leucocitario humano 
HMOX1  Hemo-oxigenasa 1 
HPLC   Cromatografía líquida de alta resolución 
HRB   Hiperreactividad bronquial 
HRP   Peroxidasa del rábano 
HUVEC    Células endoteliales de la vena de cordón umbilical humano 
ICAM-1   Molécula de adhesión intercelular 1 
IDO   Indolamina 2, 3-dioxigenasa 
IFN   Interferón 
Ig    Inmunoglobulina  
IgH   Inmunoglobulina pesada 
IL   Interleucina  
ILC   Nuocitos o células naturales cooperadoras 
iNOS   Óxido nítrico sintasa inducible 
INV   Inducción en número de veces 
JAK   Kinasa Janus    
kDa   Kilodalton 
KEGG   Enciclopedia de Kioto de genes y genomas 
KIR   Región inhibidora de kinasa 
L   Ligando 
LAG3   Gen activador de linfocitos 3 
LBA   Lavado broncoalveolar 
LFA-1   Antígeno asociado a la función del linfocito 
LIF   Factor inhibidor de leucemia 
LPM   Proteína de membrana latente del virus Epstein-Barr 
LTC4   Leucotrieno C4 
LTD4   Leucotrieno D4 
LTE4      Leucotrieno E4 
M1    Macrófagos clásicamente activados 
M2   Macrófagos activados alternativamente 
MAPK   Proteinas kinasas activadas por mitógenos  
MBP   Proteína mayor básica 
MEC   Matriz extracelular 
MIF   Factor inhibidor de la migración 
MIP-1   Proteína de inflamación de los macrófagos 1 alpha 
miR   micro ARN 
MHC I   Complejo mayor de histocompatibilidad de clase I 
MHC II   Complejo mayor de histocompatibilidad de clase II 




MS4A2 Gen que codifica para la subunidad beta del receptor épsilon de   
inmunoglobulina de  alta afinidad 
NFG   Factor de crecimiento neuronal 
NF-B Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 
activadas 
NKT   Célula T de tipo “natural killer” 
NOD   Proteína con dominio de oligomerización de unión a nucleótido 
NOS   Óxido nítrico sintasa 
NPSR1   Receptor del neuropéptido S 1 
NS   No significativo 
ORLMD  ORM-isoforma de la proteína de levadura  
OSM   Oncostatina M 
OVA   Ovoalbúmina de pollo 
PAF   Factor activador de plaquetas 
PAGE   Electroforesis en gel de poliacrilamida 
PAR   Receptor activador de proteinasa 
PAS   Ácido periódico de Schiff 
PBMC   Células mononucleares de sangre periférica 
PBS   Tampón fosfato salino 
PC   Fosfatidilcolina 
PC20 Concentración de metacolina/histamina que causa una caída del 20% 
respecto al VEF1 basal 
PCR   Reacción en cadena de la polimerasa 
PDGF   Factor derivado del crecimiento de plaquetas 
p.e.   por ejemplo 
PE   Ficoeritrina 
pEGFP   Plásmido codificante de la proteína verde fluorescente 
pEGFP-Gal-3 Plásmido codificante de la proteína verde fluorescente y del gen de la 
Galectina-3 
PEI   Polietilenimina 
PEST   Motivo enriquecido en prolina, ácido glutámico, serina y treonina 
PET   Tomografía por emisión de positrones 
PGE2   Prostaglandina E2 
PI3K   Fosfatidil-inositol kinasa 3 
PIRB   Receptor B de tipo inmunoglobulina pareado 
PKN3   Proteína kinasa N3 
PLGA   Ácido glicólico poli-láctico 
PLK1   Kinasa similar a polo 1 
PMFS   Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
PPAR   Receptor activador de la proliferación de peroxisomas 
ABREVIATURAS 
    VII 
 
PRAM1   Molécula adaptadora regulada por PML-RARA 1 
PRL   Prolactina 
PRR   Receptor de reconocimiento de patrones 
PSG   Ligando glicoproteico de la P-selectina 
PTEN   Proteína homólogo de fosfatasa y tensina 
R   Receptor 
RAGE   Receptor de productos finales de glicación avanzados 
RANTES Quimioquina secretada y expresada por linfocitos T normales regulada por 
activación  
RBD   Dominio de unión a ARN de doble cadena 
RIG   Gen inducible por ácido retinoico 
RIN   Número de integridad del ARN 
RISC   Complejo de silenciamiento inducido por ARN 
RMN   Resonancia magnética nuclear 
ROCK   Proteína kinasa asociada a Rho 
ROR   Receptor alpha huérfano relacionado con el retinoide 
ROS   Especie reactiva de oxígeno 
RRM2   Motivo de reconocimiento de ARN 2 
RUNX               Factor de transcripción relacionado con Runt  
SCF   Factor celular “stem” 
SDS   Dodecilsulfato sódico 
SH2   Dominio homólogo a las proteínas Scr 2 
SMAD3   Homólogo decapentaplégico de tipo “mothers against” 3 
SOCS   Supresor de la señalización de citocinas 
SS   Solución salina 
STFi   Suero de ternera fetal inactivado 
STAT   Factor transductor de la señal y activador de la transcripción 
TCR   Receptor de las células T 
TFM   Tomografía de fluorescencia molecular 
TGF   Factor transformante de crecimiento  
Th     T cooperadora 
Tyr   Tirosina 
TPO   Trombopoyetina 
Treg   T reguladora 
TLR   Receptor de tipo Toll 
TMB   3,3’,5,5’-tetrametilbencidina 
TNF-   Factor de necrosis tumoral-alpha 
TSH   Tirotropina 
TSLP   Linfopoyetina del estroma tímico 




UH   Unidades Hounsfield 
VCAM-1  Molécula de adhesión a células vasculares 1 
VEF1   Volumen espiratorio forzado en el primer segundo 
VEGF   Factor de crecimiento del endotelio vascular 
VIH   Virus de inmunodeficiencia adquirida 
VLA-4   Antígeno muy tardío-4 
VRS   Virus respiratorio sincitial 
vs   versus 
WNT5A  Miembro 5A de la familia con sitios de integración de tipo MMTV “sin alas” 


























1.1. LA RESPUESTA INMUNE DE TIPO 2 
El sistema inmune es la defensa natural del cuerpo contra una gran diversidad de organismos 
patógenos; pero también es el causante de varias enfermedades, entre las que se encuentran las 
enfermedades autoinmunes y las alergias. En los mamíferos, la respuesta inmune se agrupa en 
muchas ocasiones dentro de dos grandes categorías: tipo 1 y tipo 2 [1]. Ambas respuestas integran 
elementos tanto del sistema inmune innato, que constituye la primera barrera defensiva frente a un 
agente extraño, como del sistema inmune adaptativo que actúa amplificando los mecanismos 
protectores de la inmunidad innata, gracias a la memoria generada tras el primer contacto con el 
antígeno. La naturaleza y la duración de la respuesta inmune adaptativa depende en gran medida 
de la discriminación inicial de señales de peligro frente a señales inocuas, así como de antígenos 
propios frente a extraños, llevada a cabo por las células de sistema inmune innato [2].  
Las respuestas de tipo 1 son inducidas para erradicar la presencia de bacterias, virus, hongos y 
protozoos en el huésped y están mediadas principalmente por células T cooperadoras CD4+ (Th) 
pertenecientes a los subgrupos Th1 y Th17, células T citotóxicas CD8+ e inmunoglobulinas de isotipo 
G (IgG) [3]. Cuando las respuestas de tipo 1 se orquestan para actuar contra antígenos propios se 
desencadenan lo que se conoce como desórdenes autoinmunes [4]. 
Las respuestas de tipo 2 se activan para combatir infestaciones causadas por parásitos 
extracelulares, como los helmintos; pero también es el mecanismo inmune principal que interviene 
en enfermedades inflamatorias de tipo alérgico como el asma, la rinitis alérgica, la dermatitis atópica 
o la esofagitis eosinofílica [5]. En esta repuesta participan fundamentalmente los linfocitos de los 
subtipos Th2 y Th9, los eosinófilos, los mastocitos, los basófilos y en este caso, la inmunoglobulina 
mayoritariamente secretada por parte de las células plasmáticas es la IgE [6]. 
 
1.1.1. INICIACIÓN Y PROPAGACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE DE TIPO 2 
La primera fase de la respuesta inmune de tipo 2 se inicia con el contacto de alérgenos, microbios o 
agentes irritantes, con las mucosas de los tejidos (pulmón, piel, esófago, intestino, etc...) que van a 
dañar y/o activar a las células epiteliales (Figura 1). Éste el principal estímulo para el reclutamiento  
de células dendríticas (CDe) inmaduras desde la médula ósea [7], que va a estar dirigido por una 
serie de quimioatrayentes liberados por el epitelio activado, como CCL20, CCL19 y CCL27 [8]. Una 
vez alcanzado el tejido diana,  las CDe comienzan a  captar antígenos mediante receptores del 
sistema inmune innato como el TLR4 (toll like receptor 4) y los receptores de lectina de tipo-C [9], y 
maduran hasta adquirir la capacidad de célula presentadora de antígeno (CPA), gracias a la 
presencia del factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF), interleucina 
(IL)-4, factor de necrosis tumoral α (TNFα), linfopoyetina del estroma tímico (TSLP) [10, 11], IL-25 






En el caso de la alergia, en esta primera fase denominada de sensibilización, el proceso de 
captación de alérgenos por parte de las células dendríticas es muy activo, ya que en los individuos 
alérgicos las CDe expresan el receptor de alta afinidad para la IgE, facilitando la interacción del 
alérgeno a través de su unión a IgE [14]. Los antígenos una vez captados por las CDe son 
procesados en pequeños péptidos y presentados en el contexto de clase II del complejo mayor de 
histocompatibilidad (MHC II) al receptor de las células T (TCR) presente en la superficie de dichas 
células,  a la vez que se establecen una serie de señales co-estimuladoras necesarias para la 
activación completa del linfocito. El proceso de presentación antigénica tiene lugar en los nódulos 
linfáticos adyacentes al tejido diana. Además para que se complete la diferenciación hacia el 
fenotipo Th2, la sinapsis inmunológica debe realizarse en un entorno con altos niveles de IL-4 [15] y 
bajos niveles de IL-2 [2, 16]. La IL-4 es clave puesto que activa a los dos factores de transcripción 
esenciales en el establecimiento de este subtipo celular: STAT6 (signal transducer and activator of 
transcription 6) y GATA-3 (GATA-binding protein 3) [17]. La fuente de IL-4 ha sido investigada y 
discutida en varios trabajos, se ha descrito la producción de esta interleucina en células T CD4+ sin 
polarizar o naïve, en mastocitos y en basófilos. Estos últimos también han sido postulados como 
posibles células presentadoras de antígeno, aunque recientemente se ha publicado que la función 
de los basófilos consiste principalmente en amplificar la inmunidad Th2 iniciada por las células 
dendríticas [8, 18]. Tras la polarización hacia un fenotipo Th2 dependiente de antígeno, los linfocitos 
adquieren su capacidad efectora, secretando interleucinas de tipo 2 como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 que 
van a reclutar nuevos linfocitos Th2, eosinófilos, mastocitos y macrófagos al foco inflamatorio; 
además interaccionan con los linfocitos B que se diferencian a su vez en células plasmáticas 
productoras de anticuerpos, que gracias a la presencia de IL-4, estimulan el cambio de isotipo de 
inmunoglobulina G a IgE.   
Recientemente se ha descrito un nuevo tipo celular implicado en la respuesta inmune de tipo 2: los 
nuocitos, también conocidos como células naturales  de tipo 2 cooperadoras (ILC2) [19] (Figura 1). 
El factor de transcripción máster expresado en estas células es RORα (retinoid-related orphan 
receptor α) [20]. Los nuocitos residen en las mucosas y responden a señales de peligro que alteran 
la integridad de las células epiteliales, liberando grandes cantidades de  citocinas de tipo 2, 
principalmente IL-13 e IL-5 [21]. 
 
En una segunda fase se produce la reentrada del antígeno en el organismo y el contacto con el 
tejido diana “activado” durante la anterior fase. En las respuestas alérgicas en particular, la segunda 























































Figura 1. Principales vías implicadas en la generación de la respuesta inmune alérgica de tipo 2. En el esquema se muestran 
los componentes innatos y adaptativos que participan en la inflamación alérgica, incluyendo las células ILC2 que también 
liberan citocinas Th2 en respuesta al daño epitelial. También se representan las conexiones existentes entre los cambios 
estructurales en el pulmón y las respuestas inmunes que los originan. IL, interleucina; TLR, receptor de tipo Toll; TSLP, 
linfopoyetina del estroma tímico; TGF, factor transformante; TCR, receptor de la célula T; Th, célula T cooperadora; Th2, 
célula T cooperadora de tipo 2. (Figura modificada de Martínez FD. 2013 Lancet. 382:1360-72). 
 
En la reacción inmediata, el alérgeno se une a las regiones Fab de la IgE secretada formando 
inmunocomplejos que se unen a los receptores Fc de alta afinidad (FcRI), presentes en la 
superficie de basófilos y mastocitos, lo que provoca su activación mediante el entrecruzamiento de 
los receptores. La secreción de IgE por parte de las células B es uno de los mecanismos efectores 
más importantes en la inmunidad de tipo 2, y el reconocimiento de los alérgenos por parte de la IgE 
presente en los mastocitos y basófilos  es el responsable de la inducción de los principales 
mecanismos que tienen lugar en las respuestas alérgicas clásicas a través de la degranulación y 
consecuente liberación de numerosos mediadores de la inflamación entre los que se destacan la  
histamina y los leucotrienos; responsables de los síntomas típicos de la fase inmediata de la 





La fase tardía comienza aproximadamente entre 4 y 6 horas después de producirse la fase 
inmediata y en ella recae la responsabilidad de la propagación y el mantenimiento de la repuesta 
inmune adaptativa Th2. La presencia de IL-5 e IL-9, producida por células Th2 infiltradas en los 
tejidos afectados, desencadena el reclutamiento de eosinófilos y mastocitos respectivamente, que 
contribuyen al proceso inflamatorio. Las células Th2 también son capaces de actuar directamente en 
las células epiteliales y musculares a través de la liberación de IL-4, IL-9 e IL-13, para inducir la 
producción de moco, la metaplasia de las células caliciformes y el aumento de la reactividad de las 
vías respiratorias. Además, estos nuevos contactos con el alérgeno reactivan poblaciones de 
memoria de linfocitos T y B, que permanecían como remanentes tras la fase inicial de sensibilización 
manteniendo activa la repuesta inmune. 
La resolución de la respuesta inmune de tipo 2 está controlada de forma natural por un subtipo de 
células T, conocido como células T reguladoras (Treg) (Figura 1). Por ejemplo, en la enfermedad 
asmática, el papel protector que ejercen estas células está sustentado en los datos epidemiológicos 
de varios estudios del perfil inmunológico realizado en familias de granjeros [22, 23]. En estas 
poblaciones, la exposición al ambiente típico de una granja se asocia a un mayor número de células 
Treg en sangre de cordón umbilical y menores niveles de secreción de citocinas Th2.  
De todas las células integrantes de la respuesta inmune de tipo 2, los eosinófilos son decisivos en la 
propagación y el mantenimiento del estado inflamatorio, pero su carácter pleiotrópico los sitúa en 
muchos otros escenarios siempre relacionados con este tipo de respuesta, lo que sugiere una gran 
importancia de estas células en la coordinación de la inmunidad de tipo 2. 
 
1.2. EL EOSINÓFILO: CÉLULA CARACTERÍSTICA DE LA RESPUESTA DE TIPO 2 
Los eosinófilos son leucocitos polimorfonucleares  con un núcleo bilobulado muy característico, 
descritos por primera vez por Paul Ehrlich en 1879, gracias a la capacidad de sus gránulos de captar 
colorantes ácidos como la eosina [24]. Son células multifuncionales involucradas en el 
mantenimiento de la homeostasis en los tejidos, la modulación de las respuestas inmunes 
adaptativas, y la inmunidad innata frente a ciertos patógenos [25, 26]. También son capaces de 
producir una serie de citocinas inmunorreguladoras que desempeñan funciones de forma activa en 
la regulación de las respuestas inmunes de tipo 2. En conjunto, estas características confieren una 
gran plasticidad funcional a los eosinófilos que pueden participar en condiciones tan dispares como 
la resolución de una infestación por parásitos, generando presumiblemente un beneficio para el 
individuo afectado, o en las enfermedades alérgicas mediadas por hipersensibilidad, en las que el 
eosinófilo actúa generalmente en detrimento del paciente.  
Las múltiples funciones que los eosinófilos son capaces de acometer a través de la expresión y/o 





1.2.1. FUNCIONES EFECTORAS DE LOS EOSINÓFILOS 
1.2.1.1. Liberación de las proteínas de los gránulos 
Una de las funciones efectoras más agresivas del eosinófilo se realiza a través de la liberación del 
contenido de los granulos (mediadores tóxicos de naturaleza básica) mediante exocitosis o 
degranulación [27] (Figura 2). Estos gránulos presentan un cuerpo central compuesto por la proteína 
mayor básica (MBP), y una matriz constituida por  la proteína catiónica del eosinófilo (ECP), la 
neurotoxina derivada del eosinófilo (EDN) y la peroxidasa  del eosinófilo (EPO). La MPB, EPO y 
ECP son tóxicas para una gran variedad de tejidos como el corazón, el cerebro, y el epitelio 
bronquial [28]; además la ECP y EDN son enzimas con actividad ribonucleasa reconocidas por su 
capacidad antiviral [29].  
1.2.1.2. Expresión de receptores Fc 
Los eosinófilos expresan una serie de receptores Fc con capacidad de unir inmunoglobulinas (Ig) 
que van a desencadenar una serie de procesos efectores. Por ejemplo, la expresión de FcαR en 
eosinófilos de pacientes con infestaciones por parásitos permite la unión de IgA e IgG que activa la 
degranulación de la célula [30].  
El papel de la IgE en la activación de los eosinófilos es extremadamente controvertido. Los 
eosinófilos expresan los dos receptores de unión a IgE (FcR): el receptor de IgE de baja afininad 
(FcRII) y el receptor de IgE de alta afinidad (FcRI). La presencia de este último se ha descrito en 
eosinófilos de pacientes con eosinofilia, así como su participación en funciones clave como la 
degranulación y la citotoxicidad frente a parásitos [31]. En cambio, otros estudios afirman que la 
expresión de receptores FcRI en la superficie de eosinófilos de pacientes con enfermedades 
alérgicas o con eosinofilia es mínima, y que la activación por la unión del ligando de este receptor no 
es capaz de desencadenar degranulación [32, 33] . 
1.2.1.3. Secreción de mediadores lipídicos y otras moléculas inflamatorias 
El metabolismo de los lípidos produce una serie de mediadores, que en general poseen un elevado 
potencial inflamatorio. Los eosinófilos contienen cuerpos lipídicos en los que se sintetizan 
leucotrienos, tromboxanos y prostaglandinas (Figura 2). La enzima fosfolipasa A2 hidroliza 
fosfolípidos de membrana para generar ácido araquidónico (AA), lisofosfatidilcolina y/o 
lisofosfatidiletanolamina. A partir del AA se obtendrán prostaglandinas y leucotrienos, así como 
lipoxinas y ácido 15-hidroxieicosatetraenoico (15-HETE). Por otro lado, la lisofosfatidiletanolamina es 
acetilada para formar el factor activador de plaquetas (PAF), que se acumula en los eosinófilos en 
grandes cantidades, y su secreción conduce a la activación de plaquetas y neutrófilos, además de 
inducir broncoconstricción [34]. Otros metabolitos de origen lipídico que abundan en los eosinófilos  
son los leucotrienos LTC4, LTD4 y LTE4, capaces de inducir la contracción de la musculatura lisa, 




Aparte de los mediadores lipídicos, los eosinófilos también contienen una gran diversidad de 
enzimas pro-inflamatorias entre las que se encuentran la arilsulfatasa B, localizada en pequeños 
gránulos en el interior del eosinófilo, la β-glucuronidasa, la metaloproteinasa-9, implicada en la 
migración de los eosinófilo, las histaminasas y las colagenasas [36, 37]. 
 
1.2.2. FUNCIONES INMUNORREGULADORAS 
Los eosinófilos han sido considerados tradicionalmente como células potencialmente efectoras, sin 
embargo existen numerosas evidencias que apuntan hacia un papel inmunorregulador de estas 
células a través de acciones como la presentación antigénica y la liberación de citocinas y moléculas 
con capacidad inmunorreguladora.  
1.2.2.1. Presentación antigénica  
Los eosinófilos tienen la capacidad de internalizar, procesar y presentar péptidos antigénicos 
microbianos, virales y parasitarios, a través del MHC II; además expresan  moléculas en su 
superficie que co-estimulan a los linfocitos T como CD80, CD86 y CD40 e interaccionan físicamente 
con las células T CD4+ [38]. Se han llevado a cabo numerosos estudios que confirman la capacidad 
presentadora de antígeno de los eosinófilos, promoviendo la expansión de células Th2 tanto in vitro, 
[39, 40] como  en modelos animales in vivo. Estos eosinófilos se van a localizar en los nódulos 
linfáticos para  acometer la interacción con los linfocitos T CD4+ naïve  [41, 42]. En humanos,  los 
eosinófilos inducen la expresión de MHC II, en este caso denominado HLA (human leukocyte 
antigen)-DR [43], y de las moléculas co-estimuladoras necesarias, como CD40 y CD86, para la 
activación de los linfocitos T [44, 45]. Además, el descubrimiento reciente de la expresión 
constitutiva en eosinófilos humanos del ligando de Notch: Jagged1, sugiere que estas células son 
capaces de establecer la señal de polarización adecuada a los linfocitos T CD4+ naïve [46, 47].  
1.2.2.2.  Producción de citocinas y otras moléculas inmunomoduladoras 
Los eosinófilos secretan citocinas y quimioquinas tanto reguladoras como pro-inflamatorias. La 
regulación de las citocinas producidas puede actuar a diferentes niveles, por ejemplo, la IL-3 y el 
GM-CSF ejercen una modulación directa sobre el propio eosinófilo, conocida como regulación 
autocrina [48]. Salvando dichas excepciones, las citocinas, así como los factores derivados de los 
eosinófilos, se pueden dividir en dos grandes grupos en función de si afectan a células que 
componen tejidos o influyen a otras células inmunes.  
Los eosinófilos modulan la integridad de los tejidos a través de múltiples factores que desencadenan 
procesos de remodelado y cambios en las propiedades fisiológicas. Cuando los eosinófilos se 
infiltran en los tejidos, expresan el factor transformante de crecimiento α (TGFα)  y el TGFβ1 los 




En particular, el TGFβ  favorece la síntesis y la proliferación de colágeno en los fibroblastos de la 
dermis y los pulmones [51], mientras que el TGFα aumenta la producción de moco por parte de las 
células del epitelio de las vías respiratorias [52]. La osteopontina, el factor celular de crecimiento del 
endotelio vascular (VEGF), el factor de crecimiento de los nervios (NGF) y las metaloproteinasas 
(MMPs) son otros factores profibróticos y angiogénicos producidos por los eosinófilos humanos [37, 
53-55].  
Por otro lado, la producción de citocinas y quimioquinas por parte de los eosinófilos regula la función 
de otras células del sistema inmune. En este sentido, se ha descrito la expresión de una gran 
variedad de citocinas en eosinófilos humanos entre las que se incluyen IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-12, IL-13, IL-18 [56]. De todas ellas, cabe destacar la producción de IL-4 por los eosinófilos 
localizados en las vías respiratorias y la piel, que es fundamental para el establecimiento y la 
expansión de la respuesta Th2 en individuos con enfermedades alérgicas [57]. A esta pléyade de 
citocinas debe añadirse la producción del factor pro-inflamatorio TNF y las quimioquinas MIP-1α 
(CCL3) y RANTES (CCL5), CCL7, CCL8, CCL11, CCL1, CXCL10 y CXCL12 [36, 58, 59]. 
Los eosinófilos son capaces de cambiar su morfología y fenotipo debido a la exposición de todos 
estos factores. Por ejemplo, los eosinófilos de sangre periférica de pacientes con infestaciones 
helmínticas, así como los eosinófilos obtenidos en lavados broncoalveolares de pacientes 
asmáticos, presentan una elevada expresión de una serie de moléculas implicadas en procesos de 
adhesión y de activación, entre las que se encuentran ICAM-1, HLA-DR, CD11b, CD11c, CD44, 
CD66, CD69 y CD81[60, 61]. 
Los factores que activan a los eosinófilos han sido ampliamente estudiados, en cambio, existe muy 
poca información acerca de las citocinas y las moléculas que los inhiben. Uno de ellos es el TGFβ, 
que gracias a su pleiotropía, puede actuar como citocina anti-inflamatoria disminuyendo los niveles 
de eosinófilos en cultivos de médula ósea humana [62]. Por otro lado,  el IFNα y el IFN suprimen la 
eosinofilia inducida por antígeno y el reclutamiento de células T CD4+ en las vías aéreas de los 
ratones [63]; de hecho, el IFNα ha llegado a ser un tratamiento efectivo en ciertos pacientes con 
síndromes eosinofílicos [64]. La última molécula en unirse a la lista ha sido Siglec-8 (sialic acid-






Figura  2. Características moleculares del eosinófilo. Los eosinófilos interaccionan con el entorno a través de múltiples 
mecanismos y pueden liberar el contenido de sus gránulos específicos en respuesta a estímulos externos. Además, los 
eosinófilos sintetizan mediadores lipídicos y liberarlos en cuerpos lipídicos o acumular proteína en forma de cristales de 
Charcot-Leyden (CLC) en los gránulos primarios. Expresan una gran variedad de de receptores que modulan los procesos de 
adhesión, crecimiento, supervivencia, activación, migración y reconocimiento de patrones. APRIL, el ligando inductor de 
proliferación; CCL, receptores de quimioquinas CC; CXCL, ligandos de quimioquinas CXC; CXCR, receptores de 
quimioquinas CXC; EGF, factor de crecimiento epidérmico; EPO, peroxidasa del eosinófilo; FPR1, receptor del péptido formil 
1; GM-CSF, factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos; IFN, interferon; IL, interleucina; MBP, proteína 
mayor básica; NGF, factor de crecimiento neuronal; NOD, proteína con dominio de oligomerización de unión a nucleótido; 
PAR, receptor activador de proteinasa; PDGF, factor derivado de crecimiento de plaquetas; PIRB, receptor B de tipo 
inmunoglobulina pareado; PPAR, receptor activador de la proliferación de peroxisomas; PRR, receptor de reconocimiento de 
patrones; PSG1, ligando glicoproteico de la P-selectina; RAGE, receptor para productos finales de glicación avanzados; RIG-
I, gen I inducible por ácido retinoico; TGF, factor de crecimiento transformante; TLR, receptor de tipo Toll; TNF, factor de 















 Leucotrieno C4, leucotrieno D4
 Tromboxano B2
 Prostaglandina E1,prostaglandina E2
 Ácido 15-hidroxieicosatetraenoico







TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, 





 Proteínas catiónicas: MBP, EPO, 
ECP, EDN
Citocinas: IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, 
IL-10, IL-12, IL-13, IFN, GM-CSF, 
TGF, TGF, TNF
 Factores de crecimiento : NGF, 
PDGF, SCF, VEGF, EGF, APRIL
Quimioquinas: CCL3, CCL5, CCL7, 
CCL8, CCL11, CCL1, CXCL1, 
CXCL10, CXCL12
 Enzimas: fosfatasa ácida, colagenasas, 
arilsulfatasa B, histaminasa, fosfolipasa 
D, catalasa, esterasas no-específicas
Receptores de citocinas y 
factores de crecimiento
 IL-2R, IL-3R, IL-4R, IL-5R, 
IL-9R, IL-10R, IL-13R, IL-17R, 
IL-23R, IL-27R, IL-31R, IL-
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1.2.3. CICLO VITAL DEL EOSINÓFILO 
La eosinofilopoyésis es el proceso por el cual los eosinófilos se generan en la médula ósea a partir 
de progenitores pluripotenciales, definidos como células CD34+CD38+IL-3R+CD45RAIL-5R+. La 
diferenciación comienza cuando se activan, entre otros, los factores de transcripción GATA-1, PU.1 
y C/EBP [66].  
La proliferación, la diferenciación, el tráfico y la supervivencia de los eosinófilos se encuentran 
regulados principalmente por las citocinas IL-5 e IL-3 y el factor estimulante de colonias de 
granulocitos y monocitos (GM-CSF) [67, 68]. Estos tres factores hematopoyéticos están codificados 
por genes que se localizan en el cromosoma 5q31 y se unen a receptores que están formados por 
una cadena beta variable y una cadena alfa común. De todos ellos, la IL-5 es la citocina que más 
potente y específicamente estimula la diferenciación selectiva de los eosinófilos y su liberación 
desde la médula ósea a la circulación periférica [69].  
Una vez en el torrente sanguíneo, el reclutamiento de los eosinófilos en las regiones inflamatorias, 
comienza con la adhesión al endotelio vascular, proceso que está mediado por las selectinas. 
Durante el rodamiento y anclaje inicial se produce la activación de los receptores de las integrinas 
de los eosinófilos, aumentando así la afinidad por sus ligandos y produciéndose una adhesión al 
endotelio mucho más firme. 
Los eosinófilos adheridos firmemente al endotelio vascular, comienzan la migración dirigida al foco 
inflamatorio. Van a seguir un gradiente quimiotáctico enriquecido por la presencia de multitud de 
factores, entre los que se encuentran las citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, secretadas fundamentalmente 
por los linfocitos Th2 y las células endoteliales, quimioquinas como RANTES y las eotaxinas 1, 2 y 3, 
que se unen selectivamente al receptor CCR3, situado en la superficie de los eosinófilos. En el 
tejido, los eosinófilos son capaces de sobrevivir casi dos semanas gracias a la regulación de la vía 
autocrina mediada por IL-5 y su receptor, esta permanencia tisular dependerá de las señales pro y 
anti-apoptóticas presentes en el ambiente (Figura 3). 
En condiciones normales, en la circulación sanguínea los eosinófilos permanecen durante un corto 
periodo de tiempo (aproximadamente 18 h). La mayoría de los eosinófilos se dirigen al tracto 
gastrointestinal para mantener la integridad de la barrera epitelial y actuar de defensa frente a 
infecciones, residiendo en la lámina propia de todas las regiones, excepto en el esófago [70]. Otros 
destinos de los eosinófilos en condiciones homeostáticas son el timo, las glándulas mamarias y el 
útero. La presencia de eosinófilos en el útero favorece la preparación del mismo para la implantación 
del blastocisto [71]; mientras que en las glándulas mamarias ayudan a su desarrollo postnatal [72]. 






Los eosinófilos desempeñan un papel fundamental en la homeostasis del sistema inmune. En el 
timo, expresan principalmente MHC I, moléculas coestimuladoras, así como CD11c y CD25 entre 
otras, sugiriendo un fenotipo activado que participa en la eliminación de timocitos restringidos por la 
expresión de MHC I [73]. Por otro lado, los eosinófilos secretan un ligando que induce proliferación 
(APRIL), e IL-6 que favorecen la supervivencia de las células plasmáticas en la médula ósea [74]. 
 
 
Figura 3. Ciclo vital del eosinófilo.  Los mastocitos y linfocitos Th2 tras ser activados por células presentadoras de antígeno 
producen IL-5, IL-3 y GM-CSF que  llegan hasta la médula ósea, promoviendo la diferenciación y maduración de los 
precursores CD34+ a eosinófilos que se dirigen al torrente sanguíneo, dónde mediante procesos de adhesión mediados por 
integrinas y posterior extravasación,  migrarán al foco inflamatorio dirigidos fundamentalmente por la IL-5 y las eotaxinas 
producidas por las células Th2. 
 
En respuesta a estímulos inflamatorios, se promueve la producción de eosinófilos en la medula ósea 
provocando un aumento del número de eosinófilos, tanto en la circulación sanguínea como en los 
tejidos diana, lo que se conoce como eosinofilia. Los principales factores asociados a este 
incremento de eosinófilos son la IL-5 y las eotaxinas. Recientemente, la linfopoyetina derivada del 






1.3. ENFERMEDADES EOSINOFÍLICAS CON FENOTIPO Th2  
En la presente tesis se abordará el estudio de tres enfermedades: asma, bronquitis eosinofílica y 
esofagitis eosinofílica, porque todas ellas se caracterizan por presentar un perfil de producción de 
factores típicos de una respuesta  inmune de tipo 2 (Th2),  y en las que los eosinófilos son células 
clave tanto en el inicio como en la progresión de las mismas.   
1.3.1 ASMA 
El asma es una enfermedad que actualmente se estima afecta a más de 300 millones de personas 
en el mundo, con cerca de 250.000 muertes anuales [78]. Su prevalencia aumenta cada año, 
principalmente en los países occidentales, donde constituye la enfermedad crónica más común de la 
infancia [79]. La descripción operacional más aceptada en el ámbito clínico que abarca 
características clínicas, fisiológicas (Figura 4) y patológicas, establece lo siguiente: 
 
El asma es un trastorno inflamatorio crónico de las vías respiratorias en el cual participan diversas 
células y elementos celulares. La inflamación crónica, constituida por un infiltrado celular 
principalmente de eosinófilos y linfocitos T,  está asociada a un aumento en la hiperreactividad de 
las vías respiratorias que conduce a episodios recurrentes de sibilancias, disnea, opresión torácica, 
y tos, especialmente durante la noche o en el inicio del día. Estos episodios se asocian 
generalmente con la obstrucción variable al flujo aéreo pulmonar, frecuentemente reversibIe 




Figura 4. Alteraciones fisiológicas características de la patología asmática. Representación de un bronquio en un individuo 
sano (derecha) y en un paciente con asma (izquierda), donde se observa hipertrofia de la musculatura lisa bronquial, 
acúmulos de infiltrados inflamatorios, engrosamiento de la mucosa e hipersecreción de moco, y el remodelado de la pared 
bronquial que conlleva al estrechamiento del lumen. (Modificado de la imagen publicada por la Academia Americana de 







Remodelado de la pared 





Esta definición fue formulada por un comité de expertos reunidos por primera vez en el año 1995 
(NHLB/WHO Workshop) dentro del programa GINA (Global Initiative for Asthma), y ha sido revisada 
sucesivamente en los años 2002, 2006 y 2012 [80].  
A pesar del consenso establecido por el grupo de expertos, la definición de asma es vaga y general, 
de hecho, la prestigiosa revista científica The Lancet  ha sugerido que el término asma es arcaico y 
que deberían establecerse nuevas definiciones centradas en aspectos clínicos y biológicos que 
englobasen su extremada complejidad y diversidad de fenotipos existentes [81]. 
1.3.1.1.  Factores que influyen en la aparición y el desarrollo de la enfermedad asmática 
Los factores que influyen en la enfermedad asmática pueden dividirse por un lado en aquéllos que 
causan la patogénesis y por otro, en aquéllos que participan en la aparición de los síntomas, si bien 
es cierto que muchos de ellos están implicados en ambos procesos. En general los factores 
intrínsecos al individuo (principalmente genéticos) tienen que ver con el desarrollo de la enfermedad, 
mientras que los factores ambientales intervienen más frecuentemente en la sintomatología 
asociada (Tabla 1) [82].  
 
INTRÍNSECOS AL INDIVIDUOS 
Géneticos, p.e. : 
 Genes que predisponen a la atopia 






Humo del tabaco 
Polución 
Dieta 
Tabla 1. Factores influyentes en el desarrollo y la expresión del asma. 
 
Sin embargo, los mecanismos mediante los cuales actúan son complejos e interactivos. Por 
ejemplo, la susceptibilidad a padecer asma [83, 84] está determinada por la interacción de los genes 
entre sí y a su vez con diversos factores ambientales, y podrá  ser modificada por otros aspectos 
como la maduración de la respuesta inmune y/o el número de infecciones padecidas durante los 
primeros años de vida. La sensibilización a múltiples aeroalérgenos en edades muy tempranas se 





Dicha predisposición, tanto a sufrir infecciones virales recurrentes en el pulmón, como a la 
sensibilización posterior a alérgenos, parece estar relacionada con un defecto en la producción de 
interferones  y , por parte de las células epiteliales [86].       
 
En este contexto tan interactivo, la epigenética, que estudia cambios hereditarios que afectan a la 
expresión génica pero no conllevan un cambio en la secuencia del ADN, es uno de los campos de 
investigación más activos. De hecho, los mecanismos epigenéticos son esenciales para generar 
plasticidad en las respuestas debido a las exposiciones ambientales y contribuir en la variabilidad 
fenotípica.  
En la actualidad se buscan “marcas” epigenéticas en el genoma humano, como la metilación del 
ADN o las modificaciones post-transduccionales que sufren las histonas, las cuales puedan explicar 
en parte la gran diversidad de fenotipos existentes en el asma. En el caso de la metilación del ADN, 
algunos de los genes en los que se han encontrado cambios en el estado de metilación son: 
ORMLD 1-3, FOXP3, IL-13, RUNX3, NPSR1, IL-6, iNOS, ADRB2, NOS, ARG 1-2, CD14, STAT6, 
MS4A2 e IL-4  [87].  
Por último, existen otras características como las diferencias raciales y étnicas que también influyen 
en la prevalencia del asma, sustentadas en factores genéticos, ambientales y socioeconómicos [80]. 
 
1.3.1.2. Clasificación de los fenotipos asmáticos 
La heterogeneidad que rodea a la enfermedad asmática ha conducido a dividir esta patología en 
diferentes fenotipos en los cuales se agrupan los individuos en función de los siguientes parámetros: 
la historia natural, las características clínicas y fisiopatológicas, así como los marcadores asociados, 
y por último, la respuesta a la terapia. En la tabla 2, se recogen los fenotipos asmáticos establecidos 
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Responde al anticuerpo 
anti-IL-5 y modificadores 
de los cisteinil leucotrienos, 
resistente a 
corticosteroides 











Falta de biomarcadores 
Th2, estrés oxidativo 
Responde a la pérdida de 
peso, antioxidantes y 
terapia hormonal 
Neutrofílico Inicio en adultos 
Bajo VEF1, aumento del 
atrapamiento del aire 
Neutrofilia en esputo, 
activación de vías Th17, 
IL-8 
Posible respuesta a 
antibióticos de la familia de 
los macrólidos 
Tabla 2. Fenotipos asmáticos definidos por características moleculares y clínicas. VEF1, volumen espiratorio forzado en el 
primer segundo.  
 
1.3.1.2.1.  Fenotipos asmáticos Th2 
 
A)  Asma alérgica de tipo Th2 e inicio temprano 
 
Este fenotipo es el más común en el que se incluyen casi la mitad de los pacientes diagnosticados 
con asma, y su pronóstico inicial puede ser tanto leve como grave. Estos pacientes se caracterizan 
por tener elevados niveles de citocinas de tipo Th2 y un infiltrado inflamatorio constituido 
principalmente por eosinófilos y mastocitos, que expresan gran cantidad de receptores para la IgE 
en su superficie [88, 89]. En el asma alérgica, la atopia (predisposición a desarrollar una respuesta 
mediada por IgE) es considerada un factor de riesgo, de hecho su aparición se asocia con otras 
enfermedades atópicas como la rinitis alérgica y la dermatitis atópica [90];  en cambio existen 
estudios de asociación del genoma completo (genome-wide association study, GWAS) que apuntan 
a la carga genética asociada con una historia familiar consistente, como  el factor principal para 
desarrollar asma alérgica en detrimento de los niveles de IgE y la atopia [91, 92]. Los estudios de 
GWAS han revelado que los genes que están más implicados en la aparición de este fenotipo, son 
aquellos que se relacionan con la disfunción/activación del epitelio, más que con la alergia, como la 
IL-33 y su receptor; si bien es cierto que existen otros trabajos que reivindican la importancia de los 





 Patogénesis del asma alérgica 
El fenotipo asmático de inicio temprano se manifiesta por la activación de  la respuesta inmune de 
tipo 2 (Figura 1) desencadenada por la sensibilización a los alérgenos (proteínas inocuas para la 
gran mayoría de la población) inhalados. En el inicio y desarrollo de la patogénesis del asma 
alérgica van a participar en sinergia el componente alérgico y la unidad funcional que comprende la 
barrera epitelial.  En los pacientes asmáticos, el epitelio es defectuoso, las uniones estrechas no 
están bien formadas y de este modo se facilita la entrada de alérgenos al tejido,  muchos de ellos 
con capacidad proteolítica [94, 95],  que atraviesan la barrera epitelial dañada y activan células con 
capacidad de unir inmunoglobulina E (IgE) a su membrana, como los mastocitos que presentan 
receptores específicos (Figura 1) provocando la liberación de mediadores pro-inflamatorios como la 
histamina, las especies reactivas de oxígeno (ROS), etc... Estos factores generan la contracción del 
músculo liso de las vías respiratorias, la secreción de moco, el aumento de la permeabilidad 
vascular y la extravasación de plasma, causando la obstrucción de las vías respiratorias y, por tanto, 
disminuyendo el flujo aéreo. En la sensibilización de las vías respiratorias también incurren agentes 
infecciosos y sustancias contaminantes que inciden sobre epitelio fomentando la pérdida de su 
integridad.   
 
En una fase posterior (4-6 horas tras la exposición alergénica), las células dendríticas (CDe), que 
son células presentadoras de antígeno asociadas al epitelio de las vías respiratorias, inician la 
respuesta inmune adaptativa gracias a su capacidad presentadora de antígeno. Estas células, a 
través de receptores, van a captar antígenos, procesarlos en pequeños péptidos, y presentarlos a 
través de los MHC II, a los linfocitos T. El proceso de captación de alérgenos es muy activo en los 
sujetos alérgicos, en parte, gracias a la interacción del alérgeno con la IgE unida a su receptor de 
alta afinidad (FcRI) [14].  
 
La polarización de las células T hacia un fenotipo Th2, depende, además de la presentación 
antigénica, de la presencia de IL-4, así como de un estricto control epigenético, que activa los 
factores de trancripción maestros STAT6 y GATA3. La fuente de IL-4 es aportada  
fundamentalmente los mastocitos y basófilos [96]. Además, los linfocitos Th2 secretan citocinas 
como la IL-5, IL-4 e IL-13, desencadenando el reclutamiento de eosinófilos, neutrófilos, macrófagos 
y basófilos, amplificando el proceso inflamatorio. Esta segunda fase, a nivel clínico, se caracteriza 
por la presencia de tos, sibilancias y disnea que constituyen un cuadro de broncoconstricción aguda. 
 
 Biomarcadores y tratamiento  
 
La piedra angular para el tratamiento sintomático del asma es la terapia con anti-inflamatorios, 
especialmente corticosteroides, en combinación con modificadores de la actividad de los cisteinil-
leucotrienos y broncodilatadores, como agonistas de receptores  beta-2 adrenérgicos de corta, y 




durante prolongados periodos de tiempo [97].  El uso de corticosteroides está  ampliamente 
extendido gracias a sus efectos beneficiosos a través de la modulación de la secreción de citocinas 
Th2 [98], la expresión del factor de transcripción maestro GATA-3 [99] o la secreción de moco [100], 
entre otros.  El principal problema de este tratamiento radica en la falta de especificidad y el amplio 
espectro de su actividad; pero, a pesar de estas contraindicaciones, los corticosteroides son 
relativamente efectivos en individuos con evidencias de presentar inflamación de tipo Th2, 
manifestada por un aumento de los niveles de periostina en las vías respiratorias y de la inflamación 
eosinofílica,  evaluada tanto por el número de eosinófilos en esputo, como por el valor de la fracción 
exhalada de óxido nítrico (FeNO), pudiendo considerarse a estos tres parámetros como 
biomarcadores de este fenotipo asmático [101-103].  
 
Más allá de los efectos inespecíficos de los corticosteroides, el tratamiento con moléculas que 
inciden sobre componentes que forman parte de la vía Th2, como los anticuerpos monoclonales 
anti-IgE, los inhibidores del receptor α de la IL-4 (IL-4Rα) y las estrategias para bloquear IL-5 e IL-
13, ha confirmado la implicación de las citocinas Th2 en la propagación de la  respuesta asmática 
específica de alérgeno [104-106].  
 
De todas estas aproximaciones terapéuticas, el anticuerpo humanizado anti-IgE (omalizumab) es el 
único agente biológico aprobado para el tratamiento del asma ya que controla las reacciones 
fisiólogicas tanto de la fase temprana como de la fase tardía de la respuesta alérgica y de la 
inflamación eosinofílica [104].  
 
En el caso del uso de antagonistas de IL-4Rα y anticuerpos anti-IL-13 como el lebrikizumab, se han 
obtenido resultados muy esperanzadores en pacientes con asma leve y en pacientes con fenotipo 
asmático de moderado a grave [107].  
 
El éxito de estas terapias experimentales puede deberse al reciente descubrimiento de una serie de 
polimorfismos en el propio IL-4Rα, que favorecen la respuesta farmacogenética de este tipo de 
inhibidores [108]. En contraste, el anticuerpo monoclonal anti-IL-5, a pesar de reducir drásticamente 
los niveles de eosinófilos en sangre, no ha sido eficaz en la supresión de la respuesta alérgica que 
caracteriza a este fenotipo asmático [109]. 
 
B)  Asma eosinofílico persistente de inicio tardío  
La presencia de elevados niveles de eosinófilos, tanto en el esputo, como en sangre periférica, es la 
principal característica de este fenotipo. En general, los pacientes se clasifican en este grupo 
cuando el número de eosinófilos en esputo es superior al 2% del total de células inflamatorias, y se 
estima que casi el 50% de los individuos con asma de moderado a grave se incluyen en él [101], 
además se relaciona con la presencia de sinusitis, pólipos nasales, y menos frecuentemente, con la 




eosinófilos, a pesar del tratamiento con corticosteroides orales o inhalados durante un periodo de al 
menos cinco años, se asocia con un inicio de la enfermedad en la etapa adulta, restándole 
importancia al proceso alérgico y concediéndosela al eosinófilo dentro de la respuesta de tipo 2 [90, 
110, 111].  
La falta de síntomas alérgicos sugiere el desarrollo de un proceso inflamatorio de tipo Th2 en los 
pulmones independiente del mecanismo mediado por IgE [112]. Algunos individuos incluidos en este 
fenotipo muestran neutrofilia en el esputo, además del proceso eosinofílico descrito, lo que indica 
una posible interacción de varios mecanismos inmunes que contribuyen con nuevas citocinas como 
IL-17 o IL-33 [113, 114].  
 
 Biomarcadores y tratamiento  
 
Las citocinas Th2 como IL-13 e IL-5 son biomarcadores indiscutibles de este fenotipo, detectadas en 
grandes cantidades en las vías respiratorias inferiores y en los pólipos nasales [115, 116]. A estas 
citocinas se deben sumar otras moléculas también implicadas en la respuesta inmune Th2  y que 
están elevadas en muchos de estos pacientes, incluyendo la 15-lipooxigenasa-1 y su producto el 
ácido 15-hidroxieicosatetraenoico, la enzima inducible óxido nítrico sintasa (iNOS) y las eotaxinas 
[117, 118].  
 
La presencia de citocinas Th2  y  eosinófilos fomenta la activación de la vía de los cisteinil-
leucotrienos, y la elevación de los valores de FeNO, constituyendo dos nuevos biomarcadores que 
definen este fenotipo [90, 119].  
 
Los eosinófilos normalmente responden a la terapia con corticoides sufriendo apoptosis, pero en los 
pacientes con asma persistente no son eliminados, lo que agrava la enfermedad. La mejoría de 
estos pacientes radica en la supresión de las citocinas Th2, IL-4, IL-13 e IL-5 que contribuyen 
inequívocamente al mantenimiento de la eosinofilia [120]. En este sentido, el tratamiento con el 
anticuerpo monoclonal anti-IL-5 en pacientes con asma grave y persistente, de aparición casi 
exclusiva en la edad adulta, ha sido muy efectivo, no sólo disminuyendo el número de eosinófilos en 
sangre y pulmón, sino también reduciendo las exacerbaciones y los requerimientos de 
corticoesteroides sistémicos [121].  
 
1.3.1.2.2.  Fenotipos asmáticos no-Th2 
 
Muchos de los individuos que debutan con asma de moderado a severo en la edad adulta, con 
ausencia de alergias en su historia infantil y una menor obstrucción e hiperreactividad de las vías 
aéreas, se engloban dentro de esta categoría que representa casi un 50% de los pacientes que no 




comunes dentro de este grupo de pacientes son el asma relacionada con la obesidad y el asma 
neutrofílica.  
 
A) Asma relacionada con la obesidad 
Existen múltiples estudios que asocian la obesidad con un estado pro-inflamatorio general  en el que 
participan factores como el TNFα, la IL-6 y las leptinas, así como con la necesidad de un mayor 
gasto energético durante la respiración que conducen al establecimiento de un fenotipo asmático 
grave y persistente independiente de la respuesta inmune Th2 [122]. La estrategia terapéutica más 
eficaz en este tipo de pacientes es la pérdida de peso [123].  
 
B) Asma neutrofílico 
 
La presencia de neutrófilos en los pulmones se relaciona con una menor función pulmonar, una 
mayor retención del aire, engrosamiento de las paredes respiratorias y aumento de la expresión de 
metaloproteinasas de la matriz [124-126]. La neutrofilia se ha asociada tradicionalmente con un 
fenotipo de asma grave, aunque en la actualidad sigue sin existir un consenso sobre los parámetros 
que definen a este fenotipo.  
 
En este caso, el tratamiento con corticosteroides es poco efectivo puesto que inhibe la apoptosis de 
los neutrófilos, manteniendo su estado activado [127]. En cambio,  se ha visto que el tratamiento con 
antibióticos macrólidos reduce la expresión de los marcadores neutrofílicos [128].  
 
Dado que la inflamación mediada por células Th17 se ha relacionado con la activación de 
neutrófilos, recientemente, se han generando muchos modelos animales que expresan IL-17 en 
grandes cantidades, cursan con neutrofilia y son resistentes al tratamiento con corticosteroides, para 
intentar dilucidar los mecanismos que sustentan la manifestación de este fenotipo e iniciar los 
primeros ensayos clínicos [113, 129]. 
 
1.3.2. BRONQUITIS EOSINOFÍLICA NO- ASMÁTICA 
 
La bronquitis eosinofílica no asmática (BENA) se describió por primera vez en 1989 por Gibson y 
colaboradores, en un grupo de pacientes con tos crónica persistente e importante eosinofilia en 
esputo, vinculada a la presencia de citocinas Th2 en las vías respiratorias. A diferencia de los 
pacientes asmáticos, no presentaban hiperreactividad bronquial y las pruebas funcionales 
pulmonares eran normales [130]. Suele manifestarse en individuos de mediana edad y 
generalmente no fumadores. 
En contraste con el amplio conocimiento que existe actualmente sobre el asma, poco se conoce 




exposición a alérgenos comunes u ocupacionales [131], así como por fármacos [132], e incluso por 
infecciones virales [133]. 
Una de las características principales de la BENA es la presencia de eosinófilos. Sin embargo, la 
existencia de eosinófilos en las vías respiratorias en este caso no conduce a la obstrucción del flujo 
respiratorio como sí ocurría en la enfermedad asmática. La ausencia de hiperrespuesta de las vías 
respiratorias en la BENA ha sido investigada exhaustivamente, generando distintas hipótesis. 
Actualmente, la hipótesis más aceptada es la relacionada con la microlocalización de los mastocitos 
en las vías respiratorias. La presencia de los mastocitos en la musculatura lisa de las vías 
respiratorias en pacientes asmáticos y su ausencia en individuos con BENA, en los que los 
mastocitos se localizan en una zona más superficial cercana al endotelio, parece explicar la falta de 
hiperreactividad en estos pacientes.  
Otro factor que está implicado en la inexistencia de hiperrespuesta de las vías en la BENA es la 
prostaglandina E2 (PGE2), un mediador lipídico derivado del metabolismo del ácido araquidónico.  
 
Nuestro grupo descubrió un aumento de los niveles de prostaglandina E2 (PGE2) en las vías 
respiratorias de los pacientes con BENA en comparación con los niveles de los asmáticos, y asoció 
dicha elevación con un efecto broncoprotector, mediante la inhibición de la capacidad proliferativa de 
las células musculares lisas bronquiales a través de los receptores EP2 y EP4 [134].   
1.3.2.1. Tratamiento 
Afortunadamente, la evolución de la BENA es benigna y autolimitada; normalmente los pacientes 
mejoran con el tratamiento con corticoesteroides inhalados y antitusígenos de acción central como la 
codeína y el dextrometorfano, los cuales son efectivos en la supresión de la tos aguda y crónica. 
1.3.3. ESOFAGITIS EOSINOFÍLICA 
La esofagitis eosinofílica (EoE) es una enfermedad crónica del esófago, de origen inmune y mediada 
por antígeno. Presenta síntomas clínicos relacionados con la disfunción esofágica, como son la 
disfagia, la impactación del bolo alimenticio, dolor abdominal, vómitos y otros síntomas relacionados 
con el reflujo gastroesofágico. Histológicamente se caracteriza por un infiltrado predominante de 
eosinófilos.  
El diagnóstico definitivo se acomete mediante una endoscopia que valora las características típicas 
de la EoE (p.e. surcos y/o traquealización del esófago, presencia de placas de moco blanquecinas) 
recogidas en la figura 5; se realizan entre 2 y 4 biopsias de las regiones proximal y distal del esófago 
que confirmen la presencia de más de 15 eosinófilos a un aumento de 400x en el microscopio; y la 













Figura  5. Rasgos endoscópicos de la EoE. A,  Esófago normal. B, Surcos esofágicos. C, Placas de moco blanquecinas. D, 
Traquealización del esófago. E, Esófago estrechado con desgarro de la mucosa tras la endoscopia  (Liacouras CA. 2011 J 
Allergy Clin Immunol. 128(1): 3-20). 
 
El desencadenamiento de la EoE parece estar ocasionado por la activación de una reacción alérgica 
frente a ciertas proteínas de los alimentos. La demostración de que la alergia alimentaria es una de 
las causas principales del desarrollo de la EoE ha sido llevada a cabo de tres formas diferentes 
[136]: 
1. Eliminando los alimentos de la dieta contra los que el  paciente genera IgE específica. 
 
2. Sometiendo al paciente a una dieta de eliminación de los 6 alimentos que más comúnmente 
están implicados en las reacciones alérgicas (leche, soja, huevos, trigo, cacahuete, y 
marisco) 
 
3. Iniciando el tratamiento con una dieta elemental basada en aminoácidos cristalinos libre de 
los epítopos alergénicos de los alimentos, y a continuación añadiendo poco a poco 
diferentes grupos de alimentos para determinar cuáles son los responsables de las 
características clinicopatológicas de la enfermedad. 
 
En los tres casos, la modificación de la dieta ha generado una mejoría de los síntomas en los 
pacientes. 
 
La patogénesis de la EoE sigue sin resolverse completamente, pero las evidencias tanto clínicas 
como mecanísticas apuntan al establecimiento de una respuesta inmune Th2 mediada por 
alérgenos exógenos. La prevalencia de la EoE varía estacionalmente y se correlaciona con los 
niveles polínicos, lo que también implica a los aeroalérgenos en la etiología de la enfermedad [137]. 
La participación activa de los eosinófilos en las reacciones alérgicas inflamatorias, explica en parte 
la acumulación de estas células en el esófago cuando los pacientes sensibilizados son expuestos a 






alimentos y alérgenos aéreos, tienen una historia familiar de atopia e inexplicablemente hasta la 
fecha, se asocia predominantemente con el sexo masculino. A pesar de la larga lista de alérgenos 
descritos como causantes de la EoE, aún no se ha establecido ninguno como alérgeno específico 
del origen de la enfermedad, sin embargo, la infiltración de los eosinófilos en el esófago sí se ha 
relacionado directamente con alérgenos del trigo y la leche de vaca, en pacientes con EoE [138]. 
La maduración, migración y activación de los eosinófilos se controla por citocinas como IL-5 e IL-13 
y el factor GM-CSF. Estas células se extravasan desde la circulación sanguínea y penetran en la 
mucosa esofágica, proceso que va a estar controlado en todo momento por las citocinas Th2 (IL-4, 
IL-5, IL-13) que actúan como quimioatrayentes, induciendo la expresión de la β-integrina VLA-4. La 
función de las citocinas Th2 en el desarrollo de la EoE es indiscutible, y varios grupos están 
dirigiendo sus esfuerzos en desarrollar terapias cuyas dianas son moléculas específicas de esta 
respuesta, como la IL-5, IL-13 o la eotaxina-3 [139, 140], ya que esta última es uno de los 
potenciales marcadores de la enfermedad. Su expresión es muy elevada tanto en los tejidos 
dañados como en las células de sangre periférica.  
 
De hecho, se ha descrito un polimorfismo en un único nucleótido (2,496 TG) dentro de la región 3’ 
no codificante del gen de la eotaxina-3, el cual  ha sido asociado con la susceptibilidad a padecer 
EoE [141]. Otro de los genes implicados recientemente en la etiología de la EoE es el factor TSLP 
(linfopoyetina del estroma tímico), identificándose varios polimorfismos asociados directamente con 
la aparición de la enfermedad, algunos de ellos relacionados con la alta prevalencia de la EoE en el 
sexo masculino [142].  
Además de las citocinas Th2 y los factores asociados típicamente a las respuestas de tipo 2, deben 
tenerse en cuenta otras citocinas pro-inflamatorias como el TNF-α y la IL-17, que se encuentran 
elevadas en estos pacientes tanto en suero como en el tejido esofágico [143].  
1.3.3.1. Tratamiento 
Existe una gran controversia en relación al establecimiento de un tratamiento adecuado en los 
pacientes con EoE.  Al igual que otras enfermedades alérgicas, la EoE es una condición crónica en 
la que la infiltración de eosinófilos y los síntomas típicos son recurrentes si el tratamiento no se 
mantiene. Dado que la mayoría de los niños y adultos con EoE son atópicos y han sufrido otro tipo 
de enfermedades alérgicas (p.e. asma, rinoconjuntivitis, eczema),  actualmente las terapias que se 
aplican en pacientes con EoE incluyen dietas de eliminación de alimentos y tratamiento con 
esteroides, que tienen efecto en la respuesta global inflamatoria y en las citocinas producidas por los 
eosinófilos [144]. Por otro lado se ha visto que en varios estudios llevados a cabo en diferentes 
grupos de pacientes, el uso del anticuerpo monoclonal humanizado específico de IL-5 
(mepolizumab) ha producido la reducción de la inflamación esofágica, pero sin apenas alivio de los 




1.4. SEÑALIZACIÓN DE CITOCINAS 
Las citocinas desempeñan un papel crucial en el control de la respuesta inmune, regulando el 
desarrollo, la diferenciación, y la función de células mieloides y linfoides.  El término citocina hace 
referencia a una amplia colección de factores secretados que van a señalizar a través de diferentes 
receptores. Dentro de este gran grupo, las superfamilias de citocinas-receptores I y II que incluyen 
receptores que unen interferones, muchas de las interleucinas descritas, y factores estimuladores de 
colonias, utilizan el mismo mecanismo de señalización: la vía Janus Kinase/signal transducers and 
activator of transcription (JAK-STAT) [148].  
Otras citocinas como el factor de necrosis tumoral, IL-1 e IL-8, ó el factor transformante de 
crecimiento, se unen a diferentes clases de receptores y no utilizan la ruta JAK/STAT. 
El reconocimiento de citocinas por el receptor apropiado induce la oligomerización o reorientación de 
las subunidades del receptor y, de este modo se inicia la transmisión de una señal desde el exterior 
al interior de la célula diana.  
Las regiones intracelulares de los receptores de tipo I y II, no tienen ninguna actividad kinasa 
intrínseca y por tanto, van a depender de efectores que se asocien con ellos, como son las kinasas 
Janus (JAKs) para iniciar la cascada de señalización.  
Existen cuatro kinasas janus (JAKs) descritas: JAK1, JAK2, JAK3, y la tirosina kinasa 2 (TYK2), 
todas ellas conteniendo un dominio SH2 (Src homology 2) y un dominio pseudokinasa.  La 
oligomerización o reorientación del receptor da lugar a la transfosforilación, seguido de la activación 
de las moléculas JAK que se encuentran constitutivamente asociadas a unos dominios intracelulares 
ricos en prolina de las subunidades del receptor (Box1/Box2).  
Las proteínas JAKs activadas fosforilan residuos de tirosina en las regiones intracelulares del 
receptor y así generan sitios de anclaje para efectores que tengan dominios que reconocen sitios 
con tirosinas fosforiladas. En particular, las proteínas “señalizadoras de la transducción y 
activadoras de la transcripción” (STAT), son uno de los efectores corriente abajo mejor 
caracterizados de la vía señalización de JAK.  
Las proteínas STATs son reclutadas al receptor fosforilado a través de su dominio SH2, que 
reconoce las tirosinas fosforiladas. De esta manera, STAT se localiza en las proximidades de la 
kinasa JAK activada. Las proteínas STATs activadas (STAT1-6), son fosforiladas en sus residuos 
tirosina o serina por las proteínas JAKs, y forman dímeros para translocarse al núcleo y regular la 







































Figura  6. Esquema de la vía de señalización JAK/STAT y su regulación negativa. La unión de citocinas a su ligando provoca 
la oligomerización del receptor. Las proteínas JAKs, que se encuentran asociadas selectivamente a los dominios 
intracelulares del receptor se activan, y subsecuentemente se produce la transfosforilación de unos a otros y de los dominios 
citoplásmicos del receptor. La fosforilación de residuos de tirosina específicos del receptor por parte de JAK, crea sitios de 
unión para los dominios SH2 de los “señalizadores de la transducción y activadores de la transcripción” (STAT). La 
fosforilación de STAT por parte de JAK facilita la dimerización de STAT o la reorientación de dímeros STAT, facilitando su 
translocación al núcleo dónde actúan como factores activadores de la transcripción.  
 
1.5. PROTEÍNAS SUPRESORAS DE LA SEÑALIZACIÓN DE CITOCINAS 
Tanto la magnitud como la duración de la activación de las rutas de señalización, deben estar 
sometidas a un estricto control para evitar respuestas patogénicas.  Para ello, existen sistemas de 
regulación negativa de la señalización, esenciales en la homeostasis de los procesos inmunológicos. 
Además, estos mecanismos de inhibición son importantes para concretar el destino y la 
diferenciación de las células, modulando el balance de muchas rutas de transducción. 
Los reguladores negativos de las JAKs son la familia de proteínas conocida como supresores de la 
señalización de citocinas (SOCS) [149, 150]. Son una familia de proteínas intracelulares formada por 
ocho miembros, hasta el momento: CIS (cytokine-inducible SH2), SOCS1, SOCS2, SOCS3, SOCS4, 
SOCS5, SOCS6 y SOCS7. Estas proteínas, a pesar de que comparten homología en algunos de 




Su expresión se induce por la activación de la vía JAK/STAT, entre otras, e inhiben la cascada de 
activación creando un bucle de retroalimentación negativa. Las proteínas SOCS pueden inhibir esta 
cascada de señalización mediante cuatro vías distintas: 
 Bloqueando el reclutamiento de STAT al receptor de citocinas. 
 Marcando el receptor para que sea degradado vía proteasoma. 
 Uniéndose a las proteínas JAKs e inhibiendo directamente la actividad kinasa. 
 Marcando a las proteínas JAKs para que sean degradadas por el proteasoma. 
 
Además de controlar la activación de la vía de señalización JAK/STAT, mediante estudios en 
ratones se han revelado otras muchas actividades de las proteínas SOCS en diversos procesos 
biológicos, como son: la maduración de células dendríticas, la polarización de macrófagos, la 
diferenciación de células T ó  la inhibición de respuestas virales [151].  
1.5.1. ESTRUCTURA Y MECANISMO DE SUPRESIÓN DE LAS PROTEÍNAS SOCS 
Las proteínas SOCS (Figura 7), contienen un dominio central SH2 (scr homology 2) que determina 
la diana de reconocimiento de cada proteína SOCS y CIS, gracias a su capacidad de unir residuos 
de tirosina fosforilados en péptidos y proteínas. El dominio SH2 de SOCS1 directamente se une a 
JAK, mientras que los dominios SH2 de CIS, SOCS2, y SOCS3  se unen a residuos de tirosina 
fosforilados de los receptores de citocinas activados.  
Una de las características más especiales del dominio SH2 de SOCS3, es la existencia de un bucle 
sin estructura de unos 35 aminoácidos. Esta inserción tiene las características de un motivo 
enriquecido en los aminoácidos de prolina, ácido glutámico, serina y treonina (PEST) [152].  
Los motivos PEST se identificaron inicialmente en proteínas que presentaban altas tasas de 
renovación, probablemente porque dichos motivos estimulan la degradación proteolítica, 
fundamentalmente, vía proteasomal.  
La eliminación del motivo PEST da lugar a un aumento de la vida media de SOCS3, sin afectar a la 
capacidad de unión de péptidos con residuos tirosina fosforilados. Adyacente al dominio SH2, en su 
extremos N-terminal, se encuentra la secuencia conservada ESS (extended SH2 domain) con 
estructura de -hélice, que aumenta la afinidad de unión del dominio SH2 a los péptidos fosforilados 
diana. 
El extremo carboxi-terminal consta de 40 aminoácidos conservados constituyendo la caja SOCS. La 
caja SOCS interacciona con la elonguina B y la elonguina C y, junto con otras moléculas, recluta la 
ubiquitina transferasa E2.  De este modo, la familia de proteínas SOCS, como otras proteínas que 
también contienen la caja SOCS, actúan como ubiquitina ligasas E3 y median la degradación de 







Figura 7. Estructura esquemática de los 8 miembros de la familia SOCS. La caja SOCS y el dominio SH2 se encuentran 
conservados. SOCS1 y SOCS3 son los únicos que contienen el dominio KIR de inhibición. 
 
Además de suprimir la señalización, mediante ubiquitinización del complejo de proteínas implicadas 
en la vía, SOCS1 y SOCS3 son capaces de inhibir directamente la actividad tirosina kinasa de las 
proteinas JAKs, a través de su región inhibidora de kinasa (KIR), que se compone de 12 
aminoácidos. Recientemente se ha desvelado el mecanismo de inhibición de las JAKs kinasas por 
SOCS3 [153].  
Haciendo uso de espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de JAK2 y el complejo SOCS, 
se descubrió que SOCS3 se une e inhibe directamente los dominios catalíticos de JAK1, JAK2 y 
TYK2, los cuales poseen un motivo GQM conservado evolutivamente (Figura 8).  
Los experimentos de cinética revelaron que SOCS3 es un inhibidor no-competitivo de JAK2, 
bloqueando la capacidad del dominio JH1 de JAK2 para transferir el fosfato de la tirosina, pero no su 
capacidad de hidrolizar ATP, aumentando de este modo la transferencia del grupo fosfato al agua. 
Los supresores SOCS3 y SOCS1 son los únicos miembros de la familia que tienen la capacidad de 
inhibir JAK directamente (Figura 8). Esta característica única, les hace ser los dos supresores más 
potentes de la señalización de citocinas. Además, ambos contienen alteraciones de secuencia en la 
caja SOCS que les hacen más ineficaces a la hora de reclutar los componentes para la señalización 
de degradación vía proteasoma [154].  
Estos hallazgos, unido a la gran similitud de secuencia existente entre ellos, les ha llevado a ser 





























Figura 8. Estructura de SOCS3. SOCS3 se puede dividir en tres dominios: el dominio N-terminal (residuos 1-29, incluyendo 
los residuos KIR del 22-29), el dominio SH2 extendido (residuos 30-185) y la caja SOCS (residuos 186-225). Se han 
caracterizado las estructuras atómicas del dominio SH2 (azul) que incluye la hélice ESS (blanca) de SOCS3 unido a un 
residuo de fosfotirosina de la subunidad gp130 del receptor de citocinas (rojo). La estructura de la caja SOCS se representa 
en la imagen derecha en verde, resaltando los residuos más importantes. Tanto la región inhibidora de kinasas (KIR) como el 
motivo PEST no presentan estructura. (Figura modificada de Babon JJ. 2012 Growth Factors. 30(4):207-219). 
 
1.5.2.  REGULACIÓN DE LOS MIEMBROS DE LA FAMILIA SOCS 
La transcripción de los genes de la familia SOCS, puede ser iniciada no sólo por citocinas, como las 
de la familia c [155, 156], gp130 o del IFN [156], sino también por diversos factores de origen no 
linfocitario [157] (Tabla 3). 
La regulación de las proteínas SOCS se da tanto a nivel  transcripcional, como transduccional y 
post-transduccional. Las proteínas SOCS se regulan mediante procesamiento alternativo (splicing)  
y modificando la estabilidad de su ARNm. SOCS1 presenta dos codones de iniciación, uno de los 
cuales origina una terminación prematura de la transducción. La estabilidad del ARNm de SOCS1 a 
su vez, puede estar regulada por la adición de nucleótidos de guanina modificados al extremo 5’ de 
la molécula de ARNm [157]. 
Por otro lado, SOCS3 puede excluir un exón que codifica para un sitio de ubiquitinación el cual 
promueve su degradación [158], de igual manera que actuaba el motivo PEST descrito en el 
apartado anterior, de forma post-transduccional. Así mismo, la interacción de SOCS3 con las 










Función: Unirse a JAK y receptores de 
citocinas.  Inhibe directamente la 
actividad de JAK.
Caja SOCS
Función: Une elonguinas B/C y Culina5. 





SOCS FACTORES INDUCTORES ELIMINACIÓN COMPLETA  
DEL GEN 
EXPRESIÓN 
TRANSGÉNICA DEL GEN 
CIS 
IL-2, IL-3, IL-6, IL-9, IL-10, 
CNTF, EGF, eritropoyetina, 
GH, GM-CSF, Leptina, 
PRL, TPO, TSLP 
? 
 
  Lactancia 
  NK y  células T 
  señalización de IL-2 
 
SOCS1 
IL-2,  IL-4, IL-6, IL-9, IL-10, 
IL-21, CNTF, CT1, EPO, G-
CSF, GH, IFN /β, IFN, 
Insulina, LIF, PRL, SCF, 
TNF, TSH 
 Letalidad neonatal 
  Producción de IFN 
  Linfopenia e infiltrados 
hematopoyéticos en todos 
los órganos 
  CD8+/CD4+ 
  Células T 
 Activación espontánea y 
apoptosis en las células T 
periféricas 




IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, 
IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-
22, IL-23, IL-27, CNTF, 
CT1, EGF, EPO, GH, IFN-
/β, IFN, Insulina, Leptina, 
LIF, OSM, PDGF, PRL, 
TGF-, TNF-, TPO, TSH 
 Letal para el embrión 
(deficiencia en la formación 
de la placenta) 
 Eritrocitosis 
 
Letal para el embrión, 
 
SOCS4 EGF ? ? 
SOCS5 EGF ? Th1/Th2 
SOCS6 
SCF, Insulina 
Retraso en el crecimiento 
? 
SOCS7 Simvastina 
  Hidrocéfalo 
 Retraso en el crecimiento 
  Aclarado de glucosa 




Tabla 3. Regulación de la familia de proteínas SOCS. Las columnas muestran los factores que inducen a cada miembro de la 
familia de  proteínas SOCS, los fenotipos expresados en ratones debido a la pérdida completa de alguno de los genes SOCS, 
y los cambios que ocurren si, por el contrario, se expresa en exceso cada una de las proteínas SOCS en ratones (expresión 
transgénica del gen). CIS, proteína SH2 inducida por citocina; CNTF, factor neurotrófico ciliar; CT1, cardiotrofina-1; EGF; 
factor de crecimiento epidérmico; G-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos; GH, hormona de crecimiento; GM-
CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos; INF-α/β, interferon alfa/beta; IFN-, interferon gamma; LIF, 
factor inhibidor de leucemia; OSM, oncostatina M; PDGF, factor de crecimiento derivado de plaquetas, PRL, prolactina; SCF, 
factor celular stem; SOCS, supresor de la señalización de citocinas; TGF-β, factor de crecimiento transformante beta; TNF-α, 
factor de necrosis tumoral alfa; TPO, trombopoyetina; TSH, tirotropina; TSLP, linfopoyetina del estroma tímico. 
 
La fosforilación por parte de las kinasas PIM en una región de las proteínas SOCS denominada s itio 
de integración proviral, bloquea también la tasa de renovación de SOCS1 y SOCS3, aumentando su 
estabilidad y su eficiencia inhibidora[160].  
En cambio, la fosforilación de la caja SOCS puede bloquear la interacción entre los miembros de la 




Otro de los mecanismos de regulación post-transduccional, son los cambios de localización 
subcelular, que parece potenciar la inhibición de la señalización de citocinas. Los miembros, CIS, 
SOCS1, SOCS2, SOCS3, SOCS6 y SOCS7 son capaces de translocarse al núcleo [160, 161]. 
SOCS1 además es capaz de asociarse al complejo organizador de microtúbulos, lo cual puede ser 
relevante en la regulación de su función [162]. 
Por último, las proteínas SOCS también pueden ser degradadas por otros miembros de la propia 
familia SOCS, como SOCS2, SOCS6 y SOCS7. Por ejemplo, SOCS2 promueve la degradación vía 
proteasoma de SOCS1 y SOCS3, a través de su caja SOCS [163].   
1.5.3. SOCS3 
SOCS3 tiene un peso molecular de aproximadamente 26 kDa y en el genoma humano, su gen se 
localiza en el cromosoma 17(q25.3). La presencia de SOCS3 es fundamental en el desarrollo 
embrionario, ya que la disrupción del gen de SOCS3 provoca la letalidad del embrión al inhibir la 
señalización llevada a cabo por el factor inhibidor de leucemia (LIF), implicado en la diferenciación 
de los trofoblastos que conforman la placenta [164]. 
SOCS3 se une específicamente a las siguientes tirosinas fosforiladas de receptores de citocinas: el 
residuo fosforilado de tirosina 757 (Tyr757) de la subunidad gp130, el residuo Tyr800 de la 
subunidad β2 del receptor de IL-12, y la Tyr985 del receptor de leptina.  Por lo tanto, SOCS3 actúa 
como un supresor relativamente específico para STAT3 y STAT4 [165, 166]. SOCS3 no inhibe la 
señalización de STAT3 mediada por IL-10 debido a que SOCS3 no se une a los receptores de IL-10.  
De este modo, IL-10 es capaz de inducir la activación de STAT3 de forma prolongada, mientras que 
la activación de STAT3 mediada por IL-6 es transitoria, diferenciándose así los efectos anti-
inflamatorios de la actividad de IL-10, frente a los efectos pro-inflamatorios de IL-6 [167]. 
Además de las proteínas STATs, SOCS3  es capaz de inhibir otras vías de señalización como la vía 
Ras/ERK y la vía de la fosfatidil-inositol 3 kinasa (PI3K), que afectan a la proliferación, la 
supervivencia y la diferenciación celular. En este caso, la estimulación por citocinas o factores de 
crecimiento provoca la fosforilación en la tirosina 221 de SOCS3, que a su vez interacciona con la 
proteína RasGAP, dando lugar a una activación constitutiva de ERK [168]. 
1.5.3.1.  Funciones de SOCS3 en células inmunes 
1.5.3.1.1.  SOCS3 en macrófagos y células dendríticas 
El papel beneficioso de SOCS3 en el linaje mieloide, restringiendo la respuesta inflamatoria  en 
enfermedades tanto infecciosas como autoinmunes, ha sido ampliamente documentado en una gran 
variedad de modelos animales de esclerosis múltiple, artritis, rechazo de transplantes, daño 




Existen dos subpoblaciones bien definidas de macrófagos que ejercen funciones prácticamente 
antagónicas: los macrófagos clásicamente activados (M1) cuya función es esencialmente efectora y 
los macrófagos activados alternativamente (M2) con un perfil de expresión más regulador [172]. Se 
ha postulado que la regulación de la polarización de macrófagos está controlada en parte por la 
expresión de SOCS3, ya que recientemente se ha descrito que la deficiencia de SOCS3 induce el 
fenotipo M1 en los macrófagos y por lo tanto la inflamación [172].  
En el caso de las células dendríticas la expresión transgénica de SOCS3 suprime la diferenciación a 
Th17 tanto in vivo como in vitro, además aumenta la producción de IL-10 y reduce los niveles de IL-
12, IFN e IL-23 [169].  
1.5.3.1.2. SOCS3 en células T cooperadoras 
Los linfocitos T cooperadores, positivos para el marcador de superficie CD4, se diferencian en varios 
linajes dependiendo de las condiciones de polarización que existan en un determinado ambiente. 
Los cuatro fenotipos más conocidos y en los que se ha estudiado la implicación de SOCS son: Th1, 
Th2, Th17 y Treg. De todos los miembros de la familia de supresores, SOCS1, SOCS3 y SOCS5 
juegan el papel más significativo en la diferenciación de los linfocitos T inmaduros (Figura 9). 
  
 
Figura 9. Participación de SOCS en la diferenciación de los linfocitos T cooperadores.  La diferenciación de los linfocitos T 
naïve a uno de los subtipos funcionales (células Th1, Th2, Th17 y Treguladoras) depende de la acción de las citoc inas como 





La expresión de SOCS3 en células T se correlaciona de forma positiva con la gravedad de varias 
enfermedades alérgicas como el asma y la dermatitis atópica [156]. El aumento de expresión de 
SOCS3 promueve dichas respuestas alérgicas, dado que la expresión transgénica de SOCS3 en 
células T inhibe el desarrollo hacia un fenotipo Th1 y promueve el Th2. Esta mayor diferenciación a 
Th2 es debida a la supresión por parte de SOCS3, de la señalización de IL-12 que promueve la 
diferenciación a Th1 a través de STAT4.  
 
En este sentido se ha visto que los ratones transgénicos para SOCS3 presentan una mayor 
predisposición a ser infestados por Leishmania major, donde una respuesta Th1 es necesaria para 
la erradicación de este microbio [173]. 
La reducción de la expresión de SOCS3 se ha estudiado en múltiples modelos y enfermedades. La 
ausencia de SOCS3 en células T reduce la eosinofilia en modelos murinos de asma alérgico [174, 
175], pero promueve la diferenciación de las células T al fenotipo Th17 [176]. La inflamación 
vascular y las lesiones ateroscleróticas también se ven reducidas en modelos de inhibición de 
SOCS3 en células T, aumentándose en ambos casos la producción de IL-17 [177]. 
En resumen, la ausencia de SOCS3 en células T cooperadoras da lugar a una inhibición de la 
respuesta Th2, aumentándose la producción de IL-10 y TGFβ. En cambio podría tener un efecto pro-
inflamatorio debido a la activación de la producción de células Th17 [178]. 
Este efecto paradójico de SOCS3 en la regulación de las células T es debido a la doble función de 
STAT3, promoviendo a la vez la respuesta inflamatoria mediada por IL-17 y la anti-inflamatoria en la 
que participan la IL-10 y el TGFβ. 
 
1.6. NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS: TERAPIA GÉNICA 
En los últimos años ha existido un estancamiento en la aparición de nuevas terapias eficaces para 
combatir enfermedades alérgicas. Es el caso del asma, que a pesar del incuestionable progreso 
alcanzado en lo que se refiere al mecanismo de la enfermedad y el establecimiento de fenotipos 
subyacentes, el tratamiento actual sigue consistiendo en el uso de anti-inflamatorios sistémicos y 
poco específicos como los glucocorticoides en combinación con broncodilatadores y 
antihistamínicos. Estos fármacos controlan eficazmente los síntomas en la mayoría de los pacientes 
pero no curan la enfermedad, lo que ha hecho necesaria la búsqueda de nuevas estrategias 
terapéuticas, entre las que se incluyen la inmunoterapia, en la que repetidas exposiciones al 
alérgeno induce tolerancia inmunológica, o el uso de inhibidores específicos o anticuerpos frente a 
mediadores del proceso alérgico como la IgE y varias citocinas como la IL-5 y la IL-13.  
A pesar de los avances, un gran número de pacientes sigue sin responder a estas terapias lo que 




La terapia génica  se presenta como una alternativa dirigida hacia un paso concreto de los muchos 
que intervienen en el desarrollo de las enfermedades, y cuyo efecto es potencialmente  local y 
duradero, gracias a la eliminación directa de uno o varios de los causantes de la enfermedad 
mediante transferencia génica, silenciamiento génico a través de herramientas como las enzimas de 
ADN, el ARN de interferencia o los oligonucleótidos antisentido. El bloqueo de una función biológica 
a través de la represión de la actividad transcripcional es más eficiente que la inhibición de una 
determinada proteína, puesto que a partir de una sola molécula de ARNm se generan múltiples 
copias de una proteína específica 
 
1.6.1. SILENCIAMIENTO GÉNICO 
El silenciamiento génico es un mecanismo que reduce y regula la concentración de ARNm dentro de 
la célula y por lo tanto, la formación de una proteína. El descubrimiento del ARN de interferencia 
(ARNi) supuso un avance en el conocimiento de la regulación génica. Controla procesos vitales 
como el crecimiento celular, la diferenciación de tejidos, la formación de heterocromatina y la 
proliferación celular. 
Inicialmente se descubrió en forma de micro ARN (ARNmi) en el genoma de Caenorhabditis elegans 
[179], en 1993. Seis años más tarde, Fire y cols. describieron la capacidad de un ARN de doble 
cadena de silenciar la expresión génica en el nematodo C. elegans [180].  
En 2001, Tuschl y su equipo demostraron que pequeños ARN de interferencia (ARNsi) sintéticos 
poseían la misma capacidad de regular a la baja la expresión de un gen, reconociendo secuencias 
específicas del mismo [181].  
A partir de ese momento, el sector biotecnológico ha realizado considerables esfuerzos para 
avanzar en la investigación y desarrollo de nuevas terapias con ARNi frente enfermedades 
causadas por la expresión o el aumento de la concentración de ciertas proteínas.  
 
1.6.1.1. Biogénesis y mecanismo de acción del ARN de interferencia  
Existen dos vías principales de interferencia de ARN descritas: la vía del ARN de silenciamiento, y la 
vía del micro ARN. Ambas, comparten un mismo modo de acción, dónde un complejo 
ribonucleoproteico formado por un miembro de la familia argonauta, se une a una secuencia de ARN 
de unos 20 a 30 nucleótidos y mediante complementariedad de bases reconoce un determinado 
ARNm diana que silencia mediante degradación o represión transcripcional (Figura 10).  
A) ARNsi 
El ARNsi es una de las vías fundamentales en células eucariotas, en la que un ARNsi específico de 
una secuencia es capaz de degradar un ARNm complementario diana [182] (Figura 10). La vía 
comienza cuando en el citoplasma se detectan grandes moléculas de ARN de doble cadena de 




dominios helicasa y un dímero de ARNasa III interno,  es capaz de cortar el ARN en pequeños 
fragmentos de 21 a 23 nucleótidos de longitud, conocidos como ARNsi. Este ARNsi posee, tras ser 
procesado por dicer, modificaciones en sus extremos. En el extremo 3’ sobresalen 2 nucleótidos, 
mientras que en el 5’ aparece un grupo fosfato. En la práctica, el ARNsi puede ser producido 
sintéticamente y ser introducido en la célula, eludiendo el mecanismo de dicer. A continuación el 
ARNsi se incorpora a un complejo proteico para formar el pre-RNA-induced silencing complex 
(RISC) con ayuda de las proteínas de unión a ARN de doble cadena. El complejo RISC incluye una 
proteína multifuncional, denominada argonauta 2 (ago 2), que pertenece a la familia de proteínas 
Argonautas. Ago 2 se une al ARNsi a través de sus dominios PAZ y MIID, y es la única de su familia 
que tiene capacidad de degradar el ARNsi de doble cadena para dar lugar a un ARNsi de cadena 
sencilla, gracias a su actividad ARNasa H.  
Una vez que la hebra antisentido (pasajera) ha sido escindida y degradada, queda constituido el 
complejo RISC formado por ago 2 y la hebra sentido (guía) del ARN. El complejo RISC entonces 
lleva a cabo su función, uniéndose la hebra sentido al ARNm diana de forma complementaria, 
aunque dicha complementariedad no tiene que ser perfecta, tan sólo se necesita la unión de algunas 
bases. La actividad catalítica de ago 2 corta el ARNm, siendo degradado. El complejo RISC activo 
podrá destruir otras dianas de ARNm, y de este modo propagar el silenciamiento. Esta potencia 
añadida, asegura el efecto terapéutico durante un periodo comprendido entre tres y siete días en 
células de rápida división, y durante varias semanas en células sin división. 
B) ARNmi 
La génesis de los ARNmi tiene lugar en el núcleo (Figura 10). Comienza con la síntesis de un 
tránscrito conocido como ARNmi primario (pri-ARNmi) de unos 1000 nucléotidos que contiene 
horquillas internas de doble cadena con extremos 5’ y 3’ de cadena sencilla sobresaliendo, y bucles 
de unos 10 nucleótidos [183].  
 
El pri-ARNmi es troceado por el complejo microprocesador, formado por drosha, una enzima de la 
familia de las ARNasas III y la proteína DGCR8 (DiGeorge síndrome critical región gene 8) que 
contiene dos dominios de unión a ARN de doble cadena [184]. DGCR8 reconoce las zonas de ARN 
de cadena sencilla del pri-ARNmi y ayuda a posicionar a drosha que efectúa el corte 
endonucleolítico. El precursor resultante de unos 65 nucleótidos (pre-ARNmi) se asocia con la 
proteína exportina-5 y RanGTP, para ser exportado al citoplasma. Una vez en el citoplasma, la vía 
del ARNmi converge con la del ARNsi, explicada en el apartado anterior. En este caso, el complejo 
RISC puede estar formado por otras proteínas argonauta que pueden no tener actividad catalítica y, 
por tanto, el ARNm no será cortado en muchas ocasiones pero se inducirá represión traslacional 




Figura 10. Vías de los ARN interferentes: ARNsi (izquierda) y ARNmi (derecha). La vía del ARNsi (izquierda) comienza con la 
escisión del ADN de doble cadena (ADNdc) exógeno o de origen nuclear por parte de dicer. El ARNsi dúplex resultante se 
une a argonauta gracias al complejo multiproteico de carga RISC, formado por dicer, RBDdc y srgonauta. La cadena pasajera 
(gris) es cortada y eliminada. La cadena guía (rojo) permanece unida a Argonauta, constituyéndose el complejo RISC 
definitivo. En la vía del ARNmi (derecha) un tránscrito de ARNmi primario es recortado por el complejo del micropocesador, 
que está formado por la endonucleasa drosha unida a DGCR8. El pre-ARNmi resultante se exporta al citoplasma, donde se 
corta y carga en el complejo RISC como ocurría con el ARNsi. La eliminación de la cadena pasajera (gris) da lugar a que la 
cadena guía (rojo) dirija el silenciamiento como parte del complejo RISC maduro. En los casos en los que argonauta sea 
catalíticamente inactivo o la complementariedad con el ARNm diana sea parcial, el silenciamiento puede darse por represión 
de la iniciación de la transducción o deadenilación seguido de degradación del ARNm. (Figura modificada de Wilson CR. 







































1.6.1.2. Terapias de silenciamiento génico con ARNsi. 
En la actualidad, hay en marcha múltiples ensayos clínicos en lo que se están probando terapias 
con ARN de interferencia para tratar diferentes enfermedades.  
En la tabla 4 se recogen algunos de los ensayos clínicos con ARN de silenciamiento que se están 
afrontando en la actualidad.  
 
Área clínica Fármaco Enfermedad Diana Compañía Estado 
Enfermedades 
oculares y de la 
retina 
TD101 Paquioniquia congénita 






Neuropatía óptica isquémica 
anterior no-arterítica 
Caspasa 2 Quark Pharm Inc. Fase I 
AGN211745 
Degeneración macular 





Fases I y II 
PF-655 
Edema macular diabético; 
degeneración macular 
asociada a la edad 




Sylentis Fases I y II 
Bevasirib Edema macular diabético VEGF Opko Health Inc. Fase II 





Β-Catenina MDRNA Inc. Fase I 
ALN-PLK1 Tumores hígado PLK1 Alnylam Pharm. Fase I 
FANG Tumores sólidos Furin Gradalis Inc. Fase I 
CALAA-01 Tumores sólidos RRM2 Calando Pharm. Fase I 
SPC2996 Leucemia crónica mieloide BCL-2 Santaris Pharm. Fase II 
ALN-VSP02 Tumores sólidos VEGF, kinesina Alnylam Pharm. Fase I 
NCT00672542 Melanoma metastásico LMP2, LMP7, MECL1 Universidad Duke Fase I 
Atu027 
Malignidades metastásicas 
sólidas y recurrentes 
PKN3 Silence therapeutics Fase I 
Enfermedades 
renales 
QPI-1002/I5NP Daño agudo renal p53 Quark Pharm Inc. Fase I 
QPI-1002/I5NP 
Función retardada en 
transplante renal 
p53 Quark Pharm Inc. Fases I y II 
QPI-1002/I5NP Fallo renal agudo p53 Quark Pharm Inc. Fase I 
Reducción de 
LDLs 













Proteína Tat del VIH, 
ARN TAR del VIH, 
CCR5 humano 
City of Hope Medical 
center/benitec 
Fase 0 
ALN-RSV01 VRS en voluntarios Nucleocápside de VRS Alnylam Pharm. Fase II 
ALN-RSV01 
VRS en pacientes con 
transplante de pulmón 
Nucleocápside de VRS Alnylam Pharm. Fase II 
 
Tabla 4. Ensayos clínicos con ARNi (clinicalTrials.gov). ApoB, apolipoproteína B, BCL-2, linfoma de células B 2; LMP2-7, 
proteína de membrana latente del virus Epstein-Barr 2-7; PKN3, proteína kinasa N3; PLK1, kinasa similar a polo 1; RRM2, 
motivo de reconocimiento de ARN 2; VEGF, factor de crecimiento vascular endotelial; VIH, virus de inmunodeficiencia 





Entre todos los tipos posibles de ácidos nucleicos que pueden funcionar como ARN interferente, el 
ARNsi es el candidato más estudiado para llevar a cabo terapias de silenciamiento génico. El ARNsi 
se une al complejo RISC en el citoplasma, mientras que, por ejemplo, en el caso de plásmidos de 
ADN que codifican para pequeñas secuencias en forma de horquilla de ARN (ARNsh), el ADN debe 
alcanzar el núcleo para realizar la transcripción.  
Atravesar la membrana nuclear es un proceso muy ineficiente y por tanto la terapia no es tan 
efectiva, a pesar de que la potencia de silenciamiento del ARNsh es superior a la del ARNsi [185].  
El diseño del ARNsi es fundamental, se debe tener en cuenta tanto la secuencia como la naturaleza 
química de su estructura (es decir, si se modificarán o no las bases y los azúcares que lo 
componen), la longitud total y la estructura de los extremos 5’ y 3’. La síntesis química del ARNsi 
debe asegurar que la hebra cargada en el complejo RISC sea la correcta y sea procesada de igual 
manera que si se tratase de un ARNsi natural. Si esto no ocurre, pueden producirse los 
denominados efectos inespecíficos del silenciamiento, cuando restos del ARNsi mal procesado 
interaccionan de forma complementaria con tránscritos de otros genes distintos al gen diana de 
interés, provocando su degradación.  
Además, se ha visto que ciertos motivos de las secuencias de los  ARN de silenciamiento activan la 
producción de interferón a través de la activación de los receptores de tipo Toll (Toll-like receptors) 
[186]. La 2’-O-metil-modificación en los nucleósidos de purina de la hebra pasajera reduce esta 
inducción de interferón manteniendo la especificidad del proceso [187].  
 
1.6.1.2.1. Administración pulmonar de ARNsi 
Las tres rutas más empleadas para la administración de los ARNi terapéuticos en el pulmón son: 
1. La ruta inhalada. Es la vía menos invasiva. Existen tres mecanismos disponibles en la 
actualidad para ejecutar la administración de un fármaco mediante inhalación: 
nebulizadores, inhaladores de dosis y los de polvo seco. A pesar de su uso rutinario en la 
clínica, no existe en la actualidad ningún estudio con ARNsi  in vivo que utilice este método; 
en parte, debido a la dificultad que existe para diseñar estas moléculas, manteniendo su 
estabilidad y actividad biológica. 
2. La ruta intratraqueal. Este modo de administración es muy utilizado en los estudios con 
modelos animales, a pesar de no ser fisiológico [188-190]. Requiere la realización de una 
traqueotomía para llevar a cabo la instilación de la solución en las vías respiratorias a través 
de un tubo conectado a una microjeringa.  
3. La ruta intranasal. Esta ruta es menos invasiva que la anterior y actualmente se ha 
convertido en la vía de elección a la hora de afrontar una administración de un agente a los 




Existen importantes barreras en las vías respiratorias, como los cilios de las células epiteliales, el 
moco, el fluido alveolar o la presencia de macrófagos [198], que hay que tener en cuenta a la hora 
de administrar el ARNi como terapia en enfermedades pulmonares. Además de estos obstáculos 
extrínsecos, una vez alcanzada la superficie de la célula diana en el tracto respiratorio, el ARNi debe 
atravesar la membrana celular y acceder al citoplasma. Los ARN silentes son macromoléculas 
hidrofílicas con carga negativa, con un peso molecular aproximado de 13 kDa. Estas características 
hacen que el proceso de captación de ácidos nucleicos extracelulares más comúnmente utilizado 
por la célula sea el de la endocitosis [199].   
La endocitosis es el proceso de internalización de macromoléculas y solutos mediante vesículas 
membranosas generadas a partir de invaginaciones de la membrana plasmática. Hasta la fecha se 
han descrito cinco vías endocíticas: 
A. Endocitosis mediada por clatrina.  
B. Endocitosis mediada por caveolas. 
C. Macropinocitosis. 
D. Fagocitosis. 
E. Endocitosis mediada por receptores. 
De todas ellas, la mejor caracterizada es la endocitosis mediada por clatrina, siendo un proceso 
constitutivo en todas las células de mamíferos. El ligando se une primero específicamente a un 
receptor de superficie, lo que da lugar a un agrupamiento de complejos ligando-receptor recubiertos 
de moléculas de clatrina, que se invaginan y se separan de la membrana plasmática ayudados por 
la dinamina, para formar las denominadas “vesículas recubiertas de clatrina”. A continuación, el 
recubrimiento de clatrina se despolimeriza, generándose el endosoma temprano. A partir de este 
momento continua el proceso endocítico variándose el pH para progresar desde los endosomas 
tardíos hasta convertirse en lisosomas. 
Para ayudar a la entrada del ARNsi en la célula y evitar la degradación, en muchas ocasiones se 
administra con ayuda de un vector. La mayoría de las aproximaciones llevadas a cabo tratan de 
evitar el uso de vectores virales debido a razones de seguridad. Un vector ideal para la 
administración de ARNsi debería cumplir los siguientes criterios: 
A. Condensar el ARNsi hasta alcanzar el tamaño de una nanopartícula. 
B. Proteger el ARNsi de la degradación enzimática. 
C. Facilitar su captación por parte de la célula diana. 
D. Ayudar a escapar de la vía endosomal. 





Algunos de los vectores existentes hasta el momento son: los lipoplexos catiónicos y los liposomas,  
los lípidos polietilenglicolados, macromoléculas como el chitosan, el ácido glicólico poli-láctico 
(PLGA) y la polietlenimina (PEI) o los vectores peptídicos. 
A pesar de todas estas opciones, algunos estudios han administrado el ARNsi en ausencia de 
vector, término que recibe el nombre de “ARNsi desnudo”, obteniendo resultados positivos. Al estar 
modificados químicamente son muy estables, pero aún se desconoce cómo el ARNsi puede llegar a 
la célula diana sin ser degradado, aunque, posiblemente la baja actividad nucleasa presente en las 
vías respiratorias, favorezca este proceso. Otra ventaja de la administración de los ARNsi en 
ausencia de vector es la baja inmunogenicidad de la terapia, evitándose la posible activación de 
mecanismos del sistema inmune innato que puedan llegar a generar respuestas de tipo Th1. Por 
último, los ARNsi desnudos son mucho más fáciles de producir al no tener que acoplarse a ningún 
vector,  lo que además disminuye las posibilidades de degradación de la molécula al reducir los 
pasos de manipulación. 
El uso del ARNsi desnudo ha dado lugar a varios ensayos clínicos como el del ALM-RSV01 que 















































































El objetivo principal de este trabajo es analizar la función de SOCS3 en la enfermedad asmática 
para lo cual se han planteado y desarrollado los siguientes objetivos parciales: 
1. Analizar la relevancia de SOCS3 en un modelo animal de asma crónica. 
 
2. Estudiar  el papel de SOCS3 en pacientes con enfermedades Th2, así como la implicación 
de los eosinófilos: 
2.1. Evaluación de la expresión de SOCS3 en eosinófilos de pacientes con asma y 
bronquitis eosinofílica-no asmática. 
 
2.2.  Analizar la expresión de SOCS3 en pacientes con esofagitis eosinofílica. 
 
2.3. Estudiar la regulación de SOCS3 en los eosinófilos: Papel de las citocinas   Th2 y 
de la PGE2. 
 
2.4. Análizar de la función de SOCS3 en eosinófilos de pacientes asmáticos: 
silenciamiento génico de SOCS3. 
3. Estudiar en un modelo in vivo si el silenciamiento de SOCS3 es una buena aproximación 

















































































MATERIALES Y MÉTODOS 
    47 
 
3.1. MODELOS ANIMALES  
Todos los procedimientos experimentales desarrollados con animales, se sometieron a los 
estándares internacionales de bienestar animal y fueron aprobados por el Comité de 
Experimentación Animal del Instituto de Investigación Sanitaria Fundación Jiménez Díaz. Para llevar 
a cabo los modelos experimentales se utilizaron ratones machos de la cepa A/J (Harlan Ibérica, 
España) y cinco semanas de edad. 
 
3.1.1. MODELO DE ASMA ALÉRGICA CRÓNICA 1: TRATAMIENTO CON GALECTINA-3 
En el primer modelo de inducción de asma alérgica crónica se utilizaron un total de 60 ratones, de 
los que 50 se sometieron a un protocolo de sensibilización con ovoalbúmina (OVA grado V;  Sigma 
Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos), que consiste en la instilación intranasal de 50 l de OVA 
(1mg/mL) en solución salina (Figura 11). Las instilaciones se llevan a cabo tras anestesiar 
ligeramente al animal con isoflurano (Forane, Abbot, Chicago, IL, Estados Unidos). 
Las instilaciones se realizaron 3 veces por semana durante un periodo total de 12 semanas. Los 10 
ratones restantes, se usaron como controles negativos, administrándoles solución salina en lugar de 
OVA (grupo SS). 
Instilación intranasal de OVA tres veces por semana
1       2       3       4       5       6       7       8       9       10       11       12Semanas
Sacrificio  
Figura 11. Protocolo de sensibilización de los ratones usando como antígeno ovoalbúmina. 
 
A partir del día 14 del protocolo, los ratones sensibilizados a OVA se clasifican en tres grupos en 
función del tratamiento que reciben cada 15 días hasta la semana 10: 
 Grupo control positivo (OVA, n=15): recibe instilación intranasal de 50 L de solución salina 
cada 15 días. 
 Grupo OVA pEGFP (n=15): se le administra 50 L de plásmido vacío sin Galectina-3 
(1mg/mL). 
 Grupo OVA pEGFP-GAL-3 (n=20): se le instilan 50 L de plásmido con el gen de la 
Galectina-3, a una concentración de 1 mg/mL. 
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Al final del protocolo, transcurridas las doce semanas, los animales se sacrifican recibiendo una 
sobredosis del anestésico inhalado, evitándose el sufrimiento de los ratones con este método 
eutanásico.  
3.1.2. MODELO DE ASMA ALÉRGICA CRÓNICA 2: TERAPIA CON EL ARNSI DE SOCS3 
Para llevar a cabo este segundo modelo de asma alérgica crónica se emplearon un total de 68 
ratones, que se clasificaron en los siguientes cuatro grupos de experimentación:  
 Grupo control negativo o solución salina (SS, n=17). 
 Grupo sensibilizado a ovoalbúmina (OVA, n=16). 
 Grupo sensibilizado a ovoalbúmina tratado con el control negativo de silenciamiento (OVA 
ARNsi C-, n=16). 
 Grupo sensibilizado a ovoalbúmina tratado con el ARN de silenciamiento de SOCS3 (OVA 
ARNsi SOCS3, n=19). 
Los ratones se sensibilizaron los días 0 y 14 mediante una inyección intraperitoneal que contenía 10 
µg de ovoalbúmina (OVA grado V;  Sigma Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) y 20 mg de 
hidróxido de aluminio (AlOH3) disueltos en tampón fosfato salino (PBS). A partir del día 27 
comenzaba la  inmunización; para ello los ratones eran previamente anestesiados ligeramente 
mediante isoflurano (Forane, Abbot, Chicago, IL, Estados Unidos). A continuación se instilaba OVA 
a una concentración de 1 mg/mL ó solución salina en el caso particular del grupo SS, manteniendo 
un volumen total de 15 µL. La figura 12 recoge el calendario detallado que se siguió para llevar a 
cabo el protocolo de inducción de asma crónica. 
 
Días 0                   14             27-30            35-37         42-44           49-51           56-58 
Sensibilización  con OVA i.p
Inmunización con  OVA/PBS
Sacrif icio
 
Figura 12. Protocolo experimental de inducción de asma crónica.  Sensibilización intraperitoneal (i.p) con OVA en los días 0 y 
14, seguida de repetidas inmunizaciones mediante instilación intranasal con OVA o PBS dependiendo el grupo de estudio. 
 
El ARNsi de elección fue diseñado y sintetizado por Dharmacon (Chicago, IL, Estados Unidos). Se 
optó por la línea Accell, y se encargó la síntesis de una mezcla de cuatro dúplex de ARNsi pre-
diseñados de ratón que reconocían diferentes regiones del ARN mensajero de SOCS3.  
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Las secuencias específicas de cada uno son:  
#1: sentido 5’-GCCUCAAUCACUUUUAUAAUU-3’, antisentido 5’-PUUAUAAAAGUGAUUGAGGCUU-3’. 
#2: sentido 5’-GUAUGAUGCUCCACUUUAAUU-3’, antisentido 5’-PUUAAAGUGGAGCAUCAUACUU-3’. 
#3: sentido 5’- CUGUUUUGAAUAAUGUUUAUU-3’, antisentido 5’-PUAAACAUUAUUCAAAACAGUU-3’. 
#4: sentido 5’-GGGGAAUCUUCAAACUUUCUU-3’, antisentido  5’-PGAAAGUUUGAAGAUUCCCCUU-3’. 
El control negativo de silenciamiento es indispensable para evaluar los posibles efectos 
inespecíficos de la técnica. Se eligió un ARNsi dúplex diseñado por Dharmacon cuya secuencia no 
es complementaria a ningún ARN mensajero de ratón (sentido 5’-UGGUUUACAUGUCGACUAAU-3’, 
antisentido  5’-PUUAGUCGACAUGUAAACCAUU-3’). 
Todos los ARNsi fueron disueltos en agua libre de nucleasas y se administraron un total de 10 dosis 
intranasales distribuidas en los días 24, 27, 30, 34, 38, 41, 45, 48, 52 y 55 del modelo. Para 
determinar la dosis efectiva, se probaron varias concentraciones en el modelo de inducción de asma 
crónica (de 2 a 20 µM), estableciéndose como dosis terapéutica la concentración de 2 µM. 
3.2. SUJETOS DE ESTUDIO 
Todos los individuos asmáticos que participaron en el estudio fueron seleccionados entre los 
pacientes que acudían al servicio de Alergología de la Fundación Jiménez Díaz en Madrid. En el 
reclutamiento de los sujetos con esofagitis eosinofílica participaron además del servicio de 
Alergología de la Fundación Jiménez Díaz, los servicios de la misma especialidad pertenecientes a 
los hospitales de La Paz y el Niño Jesús, ambos sitos en Madrid. Por último, los individuos sanos 
que han participado en el estudio, pertenecen al personal del servicio de Alergia e Inmunología del 
Instituto de Investigación Sanitaria de la Fundación Jiménez Díaz (IIS-FJD). 
La obtención de muestras biológicas (bien de sangre periférica por venipuntura o biopsias 
esofágicas) se llevó a cabo siempre tras la confirmación de participación en el estudio y la firma del 
consentimiento informado por parte de todos los individuos. En dicho consentimiento se explica al 
paciente el proyecto que se intenta acometer y se indica su aprobación previa por parte del Cómite 
Ético del IIS-FJD, de acuerdo con los principios de la Declaración de Helsinki. 
La selección de los sujetos de estudio estuvo restringida a una serie de criterios de inclusión que se 
detallan a continuación para cada grupo de individuos.  
 Individuos sanos.  Son individuos no fumadores, sin historial de asma ni enfermedades 
alérgicas y/o BENA. 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
50 
 
 Individuos con asma. Todos los pacientes de este grupo fueron diagnosticados como 
asmáticos siguiendo los criterios establecidos según la American Thoracic Society.  
Estos individuos mostraron una mejoría superior al 12% en el volumen espiratorio forzado 
durante los primeros 10 minutos tras la administración de terbutalina inhalada, teniendo una 
prueba de metacolina positiva (PC20 inferior a 16 mg/mL), lo que implica hiperreactividad de 
las vías aéreas. Dichos sujetos presentaban un grado medio de gravedad de la enfermedad 
y eran clínicamente estables. Se incluyeron tanto pacientes atópicos como no atópicos. 
 Individuos con BENA. Son pacientes que referían tos aislada desde al menos 8 semanas, 
sin presentar síntomas que sugirieran obstrucción variable al flujo aéreo, con valores 
espirométricos normales, un valor de PC20 en la prueba de metacolina superior a 16 mg/mL, 
radriografía normal de tórax y eosinofilia en el esputo superior al 3%; cumpliendo así los 
criterios de diagnóstico de esta patología [201]. 
 Individuos control (estudio EoE). Se reclutaron pacientes del servicio de Gastroenterología 
procedentes de los tres hospitales que integraban el estudio (Fundación Jiménez Díaz, La 
Paz y el Niño Jesús). Estos individuos presentaban dolor abdominal y características 
clínicas compatibles con la enfermedad de reflujo gastroesofágico. Todos ellos eran 
pacientes sin diagnóstico previo de EoE, y en las biopsias del esófago se detectaron menos 
de 5 eosinófilos por campo de gran aumento (x400). 
 Individuos con EoE. Se reclutaron pacientes que cumplían los criterios tanto clínicos como 
histopatológicos para ser diagnosticados de esta enfermedad [135]: síntomas clínicos de 
disfunción en el esófago y más de 15 eosinófilos por campo de gran aumento detectados en 
las biopsias esofágicas. 
 
3.3.  ENDOSCOPIAS Y OBTENCIÓN DE BIOPSIAS ESOFÁGICAS 
Previa a la obtención de la biopsia, los pacientes permanecieron dos semanas sin tratamiento con 
corticosteroides. Se realizaron al menos dos biopsias de cada tracto del esófago: superior, medio e 
inferior. Una de las muestras obtenidas fue teñida con hematoxilina y eosina para el contaje de 
eosinófilos y el análisis histológico.  
El contaje superior a 15 eosinófilos por campo (0,158 mm2, x400) en las tres regiones supuso criterio 
de diagnóstico de EoE,  junto con las manifestaciones clínicas y las manifestaciones endoscópicas.  
La segunda biopsia se sumergió en TRIzol (Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) y se 
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3.4.  PURIFICACIÓN DE CÉLULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFÉRICA (PBMC) Y 
EOSINÓFILOS DE SANGRE PERIFÉRICA 
Tras la obtención de muestras de sangre periférica, en tubos con ácido etilendiamino tetracético 
EDTA (30 mL), se purificaron los eosinófilos y/o las células mononucleares de sangre periférica 
(Peripheral blood mononuclear cells, PBMC).  
En un primer paso, las diferentes fracciones celulares fueron separadas por centrifugación 
diferencial en gradiente (Lymphoprep, Rafer, España). La fracción mononuclear obtenida, que 
corresponde a las denominadas PBMC, se lavó dos veces con solución salina y se sumergió en el 
reactivo TRizol (Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos), previo contaje en cámara de 
Neubauer.  
Por otro lado, los glóbulos rojos de la fracción polimorfonuclear se lisaron con una solución de lisis 
(NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,5). La purificación de eosinófilos continuó con 
un segundo paso en el que se eliminaron, mediante selección inmunomagnética, las células 
residuales de la fracción polimorfonuclear con un cóctel de marcadores de superficie que incluía: 
CD2, CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD36, CD56, CD123 y glicoforina A (EasySep, StemCell 
Technologies, Vancouver, Canadá). Mediante esta técnica se consigue una selección negativa de 
los eosinófilos que no comparten ninguno de los marcadores anteriores. 
Las células obtenidas, teñidas con un colorante para eosinófilos (0,05% azul de toluidina, 0,85% 
NaCl, etanol 95% y saponina), se contabilizaron y además se evaluó su viabilidad, en una cámara 
de Fuchs-Rosenthal. Para evaluar la pureza del proceso, los eosinófilos purificados se teñían con 
los anticuerpos, anti-CCR3 conjugado con isocianato fluoresceína (FITC) y anti-CD16 conjugado con 
ficoeritrina (PE), y se analizaban por el citómetro de flujo (FACS CANTO II). La pureza fue de rutina 
mayor del 95%.  
3.5.  CULTIVO DE EOSINÓFILOS 
Los eosinófilos purificados de sangre periférica se ajustaron a una concentración de 1x106 células/ml 
en medio RPMI 1640 completo (10% suero bovino fetal inactivado, 100 U/mL penicilina y 100 µg/L 
estreptomicina, 5 mM piruvato sódico, 2 mM glutamina) de Lonza (Basilea, Suiza) a 37°C y 5% de 
CO2; y se cultivaron con diferentes dosis de los siguientes estímulos: IL-4, IL-5, IL-13, IFN- (rango 
de dosis entre 0,1 y 20 ng/mL) todos ellos de R&D Systems (Minneapolis, MN, Estados Unidos), ó 
PGE2 (rango de dosis entre 10-4 y 10-6 M) de Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, Estados 
Unidos), con el fin de conocer cuál era la concentración óptima para cada uno de dichos estímulos. 
Los cultivos se recogieron a diferentes tiempos y las células se centrifugaron y se homogenizaron en 
TRIzol (Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) para la posterior extracción de ARN. Para  
la extracción y posterior evaluación proteica, las células se lisaron en tampón de lisis 1.5X (10% 
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glicerol, 10% dodecil sulfato sódico (SDS), 20% β-mercaptoetanol, 0,05% azul de bromofenol y Tris 
1 M, pH 6,8). 
 
3.6.  INMUNOCITOQUÍMICA DE EOSINÓFILOS 
Los eosinófilos purificados de sangre de sujetos con asma, BENA o sanos, se dispusieron en 
portaobjetos mediante citocentrifugación y se trataron con metanol y peróxido de oxígeno (H2O2) en 
PBS para bloquear la peroxidasa endógena. A continuación se incubaron con albúmina de suero 
bovino (BSA) al 4% junto con suero de cabra al 6% (DAKO, Carpinteria, CA, Estados Unidos) y tras 
lavar, se añadió el anticuerpo de conejo anti-SOCS3 humano a una concentración de 60 g/mL (Sta. 
Cruz Bioechnologies, Dallas, TX, Estados Unidos) o IgG de conejo como control durante 30 minutos 
a temperatura ambiente. El revelado se realizó siguiendo las instrucciones del kit LSAB and System 
HRP (DAKO). Por último, los eosinófilos se tiñeron con hematoxilina durante 10 minutos para 
visualizar los núcleos. 
3.7.  INMUNOFLUORESCENCIA DE EOSINÓFILOS 
Los eosinófilos purificados de sangre de sujetos sanos ó con asma se fijaron con paraformaldehído 
al 4% durante 15 minutos en agitación y se conservaron en una solución  de PBS y cloruro amónico 
50 mM, a 4C hasta su marcaje.  
Para el marcaje, las células se lavaron con PBS y se incubaron con la solución de bloqueo (1% 
PBS-BSA, 0,5% saponina) durante una hora. A continuación se lavó dos veces con la solución de 
permeabilización (glicina 0,1M, 0,5% saponina, HEPES 0,1M, 1% BSA) y se procedió a incubar las 
células con el anticuerpo primario (anti-SOCS3 humano de ratón, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 
TX, Estados Unidos) durante una hora a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se lavó con 
la solución de permeabilización y se incubó una nueva hora con el anticuerpo secundario marcado 
con el fluorocromo Alexa 647nm (Molecular Probes, Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados 
Unidos). Tras lavar las células con PBS y agua; se tiñeron con  4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI 300 
nM, Molecular Probes, Life Technologies) durante 3 minutos para marcar los núcleos y, tras 
centrifugar, se incluyeron en una solución comercial para proteger la fluorescenecia (Prolong, 
Molecular Probes, Life Technologies), dejándolas en oscuridad para preservar la fluorescencia, 
hasta su visualización en el microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000S, Melville, NY, 
Estados Unidos), con ayuda del programa NIS-AR (Nikon). Posteriormente las imágenes fueron 
analizadas con el programa Image J. 
 
3.8.  SILENCIAMIENTO GÉNICO MEDIANTE ARNsi DE SOCS3 EN EOSINÓFILOS PURIFICADOS  
Los ensayos de silenciamiento génico se realizaron siguiendo el protocolo previamente descrito por 
Goplen y cols. [202]. Los eosinófilos purificados se cultivan en medio RPMI libre de antibióticos, y 
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suplementado con 10% STFi, 10 ng/mL de GM-CSF y 10 ng/mL de IL-5 (R&D Systems, 
Minneapolis, MN, Estados Unidos), a una concentración de 1x106 células/mL.  
Al cultivo se añaden tres ARNsi (cada uno a una concentración final de 50 nM) con secuencias 
complementarias para diferentes regiones del ARNm de SOCS3 (Ambion Inc. Austin, TX, Estados 
Unidos), detalladas a continuación: 
 
 s17190: sentido AGAAGAGCCUAUUACAUCUtt,  
antisentido AGAUGUAAUAGGCUCUUCUgg. 
 
 s17191: sentido GCACCUUUCUGAUCCGCAtt,  
antisentido UCGCGGAUCAGAAAGGUCcg. 
 
 s17189: sentido UGAUUUGGUUUAAACCUGAtt,  
antisentido UCAGGUUUAAACCAAAUCAaa. 
 
Todos los ensayos se realizaron en paralelo con un control negativo de silenciamiento (Ambion Inc.) 
cuya secuencia no se complementaba con ningún ARNm de células humanas. Los cultivos 
incubaron durante 48 horas a 37°C y atmósfera al 5% de CO2.  
3.9.  CITOMETRÍA DE FLUJO  DE EOSINÓFILOS 
Los eosinófilos purificados (1x105 células) se resuspendieron en una solución de PBS/STFi al 2%. A 
continuación se bloquearon las fracciones constantes (Fc), incubando los eosinófilos con una 
solución comercial durante 10 minutos (MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch, Alemania) y se tiñeron con 
diferentes anticuerpos marcados con fluorocromos durante 20 minutos en hielo (anti-humano ICAM-
1 PE, LFA-1 FITC, VCAM-1 FITC, VLA-4 PE, integrina-2 FITC, CD16 PE o CCR3 FITC), todos 
ellos de Becton Dickinson (BD, Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos). Por último, las células se 
lavaron 2 veces con PBS/STFi al 2% para eliminar el exceso de anticuerpo y se analizaron por 
citometría de flujo en el citómetro FACS CANTO II (BD). 
3.10.  ENSAYOS FUNCIONALES CON EOSINÓFILOS 
3.10.1.  MIGRACIÓN 
Para evaluar la migración de los eosinófilos, se colocaron insertos para cultivo celular de un tamaño 
de poro de 5 µm (Millipore, Billerica, MA, Estados Unidos) en placas de cultivo de 24 pocillos. En el 
fondo del pocillo se añadieron 600 µl de medio RPMI sin rojo fenol (Lonza, Basilea, Suiza), sin ó con 
10 ng/mL de IL-5 (R&D Systems, Minneapolis, MN, Estados Unidos); mientras que en la parte 
superior de la membrana del inserto se añadieron 2,5 x105 eosinófilos contenidos en un volumen 
final de 250 L. Las placas se incubaron durante 90 minutos a 37C en una atmósfera del 5% de 
CO2. Transcurrido el tiempo, las células migradas se recogieron de la parte inferior de la cámara y 
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se contaron por citometría de flujo durante 3 minutos en el citómetro FACS CANTO II (BD, Franklin 
Lakes, NJ, Estados Unidos). 
3.10.2.  ADHESIÓN 
Los experimentos de adhesión se iniciaron con el recubrimiento de placas de 96 pocillos con 60 L 
de una solución de fibronectina (R&D Systems, 20 g/mL en PBS) a 4C durante una noche. A 
continuación, se bloquearon los sitios libres con BSA al 0,1% para evitar posibles uniones 
inespecíficas. Los eosinófilos purificados de sangre periférica (tratados con ARNsi de SOCS3 o con 
el control negativo de silenciamiento) estimulados con IL-4, IL-5, IL-13 ó PGE2 a las dosis y tiempos 
establecidos, se añadieron a la placa (7 x104 células/pocillo) y se incubaron durante 30 minutos a 
37C. Tras realizar lavados sucesivos con PBS para eliminar las células no-adherentes, se midió la 
actividad residual de la peroxidasa del eosinófilo (EPO) en las células adherentes; para ello se 
añadió a los pocillos el sustrato 3,3’,5,5’-tetrametilbencidina (TMB) de BD Optiea (Franklin Lakes, 
NJ, Estados Unidos), en presencia de H2O2 (1mM), que al ser degradado por la peroxidasa da lugar 
a un producto de color azul. La formación de este producto se mide a 630 nm en el lector Infinite 
F200 (Tecan, Männedorf, Suiza). Los ensayos se realizaron por triplicado. 
 
3.10.3.  DEGRANULACIÓN  
Los eosinófilos purificados de sangre periférica, tratados con ARNsi de SOCS3 ó el control negativo 
de silenciamiento, durante 48 horas, fueron estimulados con IL-4, IL-5, IL-13 ó PGE2 a las dosis y 
tiempos establecidos. Transcurrido el tiempo de incubación, los cultivos se recogieron y tras 
centrifugarse, se resuspendieron en PBS, BSA 0,1%, HEPES 10 nM, Glucosa 10 nM, pH 7,4, a una 
concentración de 1x106 células/mL. A continuación se añadieron 10 µg/mL de citocalasina B y C5a a 
una concentración final de 300 nM, ambas de la casa comercial Sigma-Aldrich (St. Louis, MI, 
Estados Unidos), y se incubaron durante 20 minutos a 37°C en una atmósfera del  5% de CO2. La 
citocalasina B inhibe la polimerización de actina, mientras que el C5a en una anafilotoxina que 
participa como componente del complemento y es el encargado de inducir la degranulación. El 
método de medida de EPO es idéntico al explicado en el apartado anterior (3.10.2). 
 
3.11.  ANÁLISIS DE LA INMUNIDAD HUMORAL 
3.11.1. MODELO ANIMAL 
3.11.1.2.  Determinación de IgE total 
La determinación de la IgE total en los sueros de los ratones se realizó mediante 
enzimoinmunoensayo (ELISA) haciendo uso de un kit comercial (BD, Franklin Lakes, NJ, Estados 
Unidos) y placas de 96 pocillos de fondo plano (Costar E.I.A/R.I.A Plate 3590, Cambridge, MA, 
Estados Unidos).  
MATERIALES Y MÉTODOS 
    55 
 
El experimento se inició tapizando cada pocillo de la placa con 100 µl de una solución que contenía 
el anticuerpo de IgE de ratón, diluido en un tampón con carbonato sódico a pH 9,5.  La placa se 
incubó a 4ºC durante toda la noche, para a continuación ser lavada con PBS-Tween-20 al 0,05% 
(BioRad, Hércules, CA, Estados Unidos) y posteriormente bloquear los sitios de unión inespecíficos 
con una solución de PBS-10% de STFi. Tras lavar nuevamente cada pocillo, se añadieron los 
sueros de los ratones sin diluir, así como diluciones seriadas del estándar (IgE de ratón a una 
concentración inicial de 100 ng/mL) y se incubó toda la noche a 4C.  
Transcurrido el tiempo se llevaron a cabo sucesivos lavados y se añadió el anticuerpo de detección, 
anti-IgE biotinilado, junto con la enzima avidina-peroxidasa, que se incubó durante una hora a 
temperatura ambiente.  
Por último, se adicionó el sustrato TMB junto con el peróxido de hidrógeno. La reacción se detuvo 
con H2SO4 (2N) y se efectuó la lectura de absorbancia a 450 nm en un lector de placa automático 
(Infinite F200, Tecan, Männedorf, Suiza). 
Después de construir la recta patrón con las concentraciones conocidas de la IgE estándar, se 
interpolaron los valores de absorbancia obtenidos del suero de los ratones. Los resultados se 
expresaron como ng de IgE total/mL. 
 
3.11.1.3.  Determinación de IgE específica frente a OVA 
La determinación de IgE específica frente a OVA en el suero de los ratones se llevó a cabo 
utilizando el mismo kit comercial descrito en el apartado anterior para cuantificar IgE total, realizando 
algunas modificaciones. 
Esta vez, la placa de 96 pocillos se tapizó con una solución que contenía OVA a una concentración 
de 10 µg/mL disuelto en PBS y se incubó toda la noche a 4C. Después de lavar y bloquear, se 
añadieron los sueros de los ratones sin diluir. 
El resto del protocolo se siguió de la misma forma que se hizo para determinar la IgE total, excepto 
en el bloqueo y la incubación con el anticuerpo de detección; en este caso, la placa se mantuvo 2 
horas a 37C y la solución de bloqueo contenía, además de PBS y Tween-20 al 0,05%, BSA al 5%. 
Los resultados de absorbancia se expresaron como unidades de densidad óptica (D.O.). 
 
3.11.1.4. Determinación de IgG1 e IgG2 específicas frente a OVA 
Tanto la IgG1 como la IgG2 producida frente al antígeno OVA, se determinaron de igual forma que la 
IgE específica frente a OVA, como se ha descrito en el apartado anterior. Las únicas modificaciones 
radicaron en el empleo del anticuerpo de detección, siendo este un anticuerpo biotinilado anti-IgG1 o 
anti-IgG2, ambos de la casa comercial BD (Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos).  
 




El suero de los pacientes se obtuvo a partir de la sangre total extraída por venipuntura y 
centrifugada durante 10 minutos a 3000 rpm. La determinación de IgE total y específica frente a 
diferentes alérgenos para el estudio de la esofagitis eosinofílica,  se realizó en el analizador de 
fluoroinmunoensayo ImunoCAP 250 (Thermofisher, Uppsala, Suecia).  Se cuantificó la IgE 
específica frente alérgenos procedentes de las siguientes fuentes:  
 
 Aeroalérgenos (ALK-Abello, Madrid, España): ácaros (Dermatophagoides pteronyssinus, 
Dermatophagoides farinae), hongos (Aspergillus spp, Alternaria alternata), pelo y caspa de 
gato y perro, pólenes de árboles (Cupressus sempervirens, Olea europaea, Platanus 
acerifolia), pólenes de plantas (Phleum pratense) y de semillas (Parietaria judaica, Artemisia 
vulgaris, y Salsola kali).  
 
 Alérgenos alimentarios: harina, arroz, maíz, avena, clara de huevo, caseína de la leche de 
vaca, melocotón, manzana, melón, pollo, ternera, gamba, lentejas, garbanzos, guisantes, 
soja, calamar, gallo, merluza, atún, pez espada, cacahuete, nuez, ajo, patata y Anisakis 
simplex.     
 
La cuantificación de la IgE específica para cada alérgeno se llevó a cabo siguiendo las indicaciones 
de la casa comercial. Los resultados obtenidos se leyeron automáticamente en un analizador y los 
datos se almacenaron en la aplicación UDM (Thermofisher, Uppsala, Suecia) para su posterior 
análisis. 
3.12. CUANTIFICACIÓN DE CITOCINAS EN SUERO Y SOBRENADANTES 
3.12.1. ARRAY DE CITOCINAS 
A partir de un pool sueros de pacientes con EoE y otro de sujetos control, se llevó a cabo la 
detección del siguiente panel citocinas humanas: C5a, CD40 ligando, G-CSF, GM-CSF, CXCL1, 
CCL1, CD54, IFN-γ, IL-1α, IL-1β, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 p70, IL-13, IL-16, IL-
17, IL-17E, IL-23, IL-27, IL-32α, CXCL10, CXCL11, CCL2, MIF, CCL3, CCL4, serpina E1, RANTES, 
CXCL12, y TNF-α (Kit human cytokine array panel, R&D Systems, Minneapolis, MN, Estados 
Unidos). Los anticuerpos de captura de cada uno de estos factores se encuentran embebidos por 
duplicado en una membrana de nitrocelulosa, formando pequeños círculos a lo largo del array. 
Sobre cada círculo de la membrana de nitrocelulosa, se añade una mezcla constituida por un pool 
de sueros procedentes, bien de pacientes con EoE o bien de sujetos control, y el anticuerpo de 
detección biotinilado correspondiente, y se incuba durante toda la noche a 4ºC. Cualquier complejo 
citocina/anticuerpo de detección que se constituya durante el proceso de incubación se unirá al 
anticuerpo de captura específico de esa citocina y como consecuencia a la membrana del array. Por 
último se añaden la enzima estreptavidina-peroxidasa de rábano y los reactivos que catalizan la 
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reacción de quimioluminiscencia, para obtener finalmente un revelado de la señal proporcional a la 
cantidad de citocina unida.  
 
3.12.2. ENZIMOINMUNOENSAYO (ELISA) 
La cuantificación de IL-5 y VEGF-A en suero de pacientes con EoE y sujetos control también se 
realizaron mediante ELISA, siguiendo un protocolo idéntico al explicado en el apartado 3.11.1.2. 
para la cuantificación de la IgE en los sueros de los ratones, sólo que en este caso se utilizaron kits 
comerciales para la determinación de estos factores (IL-5 y VEGF) en humanos 
(BenderMedSystems, Viena, Austria). 
 
3.13.  ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE DIVERSOS FACTORES Y CITOCINAS POR PCR 
CUANTITATIVA A TIEMPO REAL 
 
3.13.1.  EXTRACCIÓN DE ARN 
3.13.1.1. Homogeneizado del tejido 
Para extraer ARN de tejido, es necesario un paso previo de disgregación del mismo. Las muestras 
de tejido (pulmón de ratón o biopsia de esófago humana) se sumergieron en 1 mL de TRIzol (Life 
Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) y con un homogeneizador (Tempest, Virtis, 
Warminster, PA, Estados Unidos) se procedió al disgregado y homogeneizado. Tras centrifugar la 
muestra, el material insoluble del sedimento compuesto por membranas celulares, polisacáridos y 
ADN de alto peso molecular, se descartó, y el sobrenadante se recogió para proceder a extraer ARN 
siguiendo el protocolo comercial del TRIzol (Life Technologies) que se detalla en el apartado 
siguiente. 
 
3.13.1.2.  Extracción de ARN 
El homogeneizado en TRIzol, procedente de células de cultivo o de tejido, se incubó durante 5 
minutos para permitir la completa disociación de los complejos nucleoproteicos y a continuación 
añadir el cloroformo (Sigma Aldrich, St. Louis, MI, Estados Unidos).  
Tras centrifugar, se visualizan las 3 fases: la fase fenol-cloroformo, la interfase y la fase superior 
acuosa donde se encuentra el ARN. 
Se recogió por tanto, la fase acuosa y se precipitó el ARN con isopropanol durante 10 minutos. A 
continuación se realizó una centrifugación, eliminando el sobrenadante y  el ARN precipitado se lavó 
con etanol al 75%.  Por último, el sedimento se dejó secar para eliminar trazas de etanol y se 
resuspendió en 30 µL de agua libre de nucleasas. 
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La cantidad de ARN obtenida se cuantificó en un espectofotómetro Nanodrop ND-1000 (Bonsai 
Technologies Group, Madrid, España). La contaminación de las muestras, con impurezas orgánicas 
e inorgánicas y proteínas, afecta de forma significativa a la sensibilidad y especificidad del resultado, 
por lo que también se comprobó la pureza del ARN, determinada mediante la relación de 
absorbancia (A) 260/280 y A 260/230, que debía estar comprendida entre los valores de 1,8 y 2. 
3.13.2.  SÍNTESIS DEL ADN COMPLEMENTARIO (ADNC) 
Un microgramo de ARN se retrotranscribió a ADNc de acuerdo con las instrucciones del kit de 
transcripción reversa High-capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Warrington, 
Gran Bretaña). Se preparó una mezcla de reacción en un volumen total de 20 µL, que contenía la 
enzima transcriptasa reversa MultiScript, dexosirribonucleótido fosfato (dNTP), random primers, todo 
ello disuelto en un tampón adecuado y a la mezcla se añadió el ARN disuelto en agua libre de 
nucleasas. La retrotranscripción se realizó en un termociclador (Applied Biosystems), con el 
siguiente programa: 10 minutos a 25C, 120 minutos a 37C y 5 minutos a 85C. 
 
3.13.3.  REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) CUANTITATIVA A TIEMPO REAL 
La PCR se realizó en el sistema de PCR a tiempo real 7500 (Applied Biosystems). Tanto la mezcla 
de reacción (TaqMAn Universal PCR Master Master Mix), como las sondas TaqMan  procedían de la 
casa comercial Applied Biosystems. Las sondas TaqMan utilizadas, específicas tanto de humano 
como de ratón, fueron: SOCS3, SOCS1, SOCS5, IL-13, IL-4, IL-5, IL-10, IL-17A, FOXP3, T-Bet, 
GATA-3, TGFβ, IFN, CCR3, eotaxina-3, MAPK1, -actina y 18S.   
Se llevaron a cabo 40 ciclos de amplificación (15 segundos a 95C y 1 minuto a 60C). 
La expresión génica del ARNm se analizó para cada muestra usando el valor de Ct (cycle treshold) 
obtenido de cada gen de interés. Dicho Ct fue relativizado con el Ct del endógeno, bien el ARNr 18s 
o la -actina. Finalmente, la expresión génica relativa se calcula de la siguiente manera: 2-Ct, 
dónde Ct= DCt gen - DCT gen endógeno [203].   
3.14. MICROARRAYS 
La técnica de hibridación con  microarrays permite analizar cambios en el perfil de expresión génica. 
Los microarrays son plataformas que contienen secuencias (oligonucleótidos) correspondientes a 
los diferentes genes existentes en un organismo y van a hibridar específicamente con el ADN 
complementario (ADNc) de cada gen (Figura 13).  
Para estimar el nivel de expresión génica se debe partir del ARN total, constituido fundamentalmente 
por ARN mensajero, que se transforma mediante el proceso de transcripción inversa en una 
molécula más estable, el ADNc. El siguiente paso consiste en una transcripción in vitro del ADNc a 
ARN complementario (ARNc) que se biotinila y se fragmenta, antes de ser hibridado con el 
microarray.  
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Cada secuencia de ARNc hibridará con el oligonucleótido correspondiente a la secuencia de su gen 
únicamente en el pocillo o posición en el que se encuentre esta sonda específica. El revelado 
posterior mostrará el grado de hibridación que presenta cada gen. 
 
 
Figura 13. Esquema resumen de los pasos que comprenden el proceso de evaluación de perfiles génicos mediante la 
tecnología de los microarrays.  
 
En el presente trabajo se han llevado a cabo dos estudios de expresión mediante la técnica de los 
microarrays, ambos llevados a cabo en el servicio de genómica de la Universidad Complutense de 
Madrid: 
1. Evaluación de la expresión génica a partir del transcriptoma obtenido de los pulmones de ratones 
sensibilizados a OVA y ratones sensibilizados a OVA tratados con el plásmido que codifica para el 
gen de la galectina-3. 
2. Determinación del perfil de expresión de micro ARN en pulmones de ratones sensibilizados a 
OVA y ratones sensibilizados a OVA que han recibido la terapia intranasal de silenciamiento del gen 
SOCS3 
3.14.1.  EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL DE PULMÓN DE RATÓN E HIBRIDACIÓN EN LA PLATAFORMA DE 
MICROARRAY 
La primera aproximación se realizó a partir del ARN total de los pulmones de los ratones incluidos 
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mediante el protocolo del reactivo TRIzol (Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos), según 
se detalla en el apartado 3.13.1. La plataforma utilizada para hibridar las muestras de ARN 
complementario (ARNc), una vez fragmentadas y biotiniladas, fue la Mouse Genome 430 2.0 
Miroarrays (Affymetrix, Santa Clara, CA, Estados Unidos).  
En el segundo estudio en el que se evalúa el perfil de expresión de micro ARN, se utilizó el kit 
RNeasy Mini (Quiagen, Hilden, Alemania) para purificar el ARN total de los pulmones de los ratones, 
en este caso procedentes del segundo modelo de asma crónica (3.1.2). El cambio de protocolo de 
extracción del ARN total se debe fundamentalmente a la necesidad de conservar íntegro el ARN 
total y este segundo kit es mucho más efectivo, evitándose la degradación de pequeños ARN como 
son ARNmi. Para ello, las muestras inicialmente se lisaron y homogeneizaron en un tampón que 
contiene el agente desnaturalizante tiocianato de guanidinio. A continuación, se añadió etanol, que 
proporciona las condiciones adecuadas para que el ARN se una selectivamente a una membrana 
insertada en una columna. Tras varios lavados mediante centrifugaciones para eliminar los 
productos contaminantes, el ARN se eluyó añadiendo agua libre de nucleasas a la membrana y 
procediendo a una última centrifugación. En este caso, la plataforma de elección para la hibridación 
del ARNc fue la GeneChip miRNA 3.0 Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, Estados Unidos). 
En ambos casos, la integridad y la cuantificación de cada ARN se evaluó en el Bioanalizador  Agilent 
2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, Estados Unidos). La pureza del ARN se determina 
mediante la relación A 260/280 y A260/230, que debe ser superior a 1,8 e inferior a 2. Por otro lado, 
la integridad revela el nivel de degradación del ARN, gracias al parámetro RIN (RNA Integrity 
Number), que es un algoritmo del software del Bioanalizador Agilent 2100, y debe ser siempre 
superior a 6. Tras evaluar la calidad del ARN purificado, un total de 5 g de cada pulmón de ratón se 
utilizaron para llevar a cabo la técnica. 
 
3.14.2.  ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO 
El Departamento de Bioinformática del Centro de Investigación Príncipe Felipe (Valencia, España) 
realizó el análisis de microarrays haciendo uso de la herramienta GEPAS versión 3.1 
(http://www.gepas.org/)[204]. Posteriormente, el análisis funcional se llevó a cabo con Babelomics 
suite (http://www.babelomics.org/). 
 
3.14.3.  PROCESAMIENTO PREVIO 
Los resultados obtenidos tras el proceso de normalización del microarray se sometieron a un pre-
procesamiento antes de llevar a cabo el análisis. Se estandarizaron los datos utilizando el algoritmo 
RMA (Robust Multichip Average) [205].  
A continuación se mezclaron múltiples sondas que reconocían un mismo gen. La media obtenida se 
representó como resumen de los valores de hibridación obtenidos. 
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3.14.4.  EXPRESIÓN DIFERENCIAL DE GENES 
La expresión diferencial de genes se hizo con el paquete informático Limma de Bioconductor 
(http://www.bioconductor.org/) [206]. Los valores de P se corrigieron utilizando la aproximación de la 
Tasa de Descubrimientos Falsos que disminuye la complejidad del análisis [207]. 
3.14.5.  ANÁLISIS FUNCIONAL 
El programa FatiScan es una variante del tradicional algoritmo de enriquecimiento de conjuntos de 
genes [203] capaz de detectar bloques significativos de genes relacionados funcionalmente y 
regulados a la alza o a la baja de una lista de genes ordenados por expresión diferencial [208]. 
Dicho método alternativo fue utilizado para detectar activaciones y desactivaciones de funciones 
biológicas o vías de señalización. FatiScan es parte del paquete informático de Babelomics que 
busca bloques de genes que están funcionalmente relacionados a través de diferentes criterios 
como ontología de genes o vías KEGG. 
3.15.  MEDIDA DE LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS  
 
3.15.1.  OBTENCIÓN DE EXTRACTOS PROTEICOS 
3.15.1.1.  Preparación del extracto de proteínas de pulmón y cuantificación  
Para la preparación del extracto proteico se parte de un tercio del pulmón de cada uno de los 
ratones de los diferentes grupos, al que se le añade 1 mL de solución de lisis (Tris-HCl 20 mM, 
NaP2O7 30mM, NaCl 40mM, EDTA 5mM pH 7,4, NP-40 1%, PMSF 1mM, Na3VO4 2mM, ácido 
deoxicólico 0,5%, leupeptina 10 µg/mL, aprotinina 5 µg/mL) y se tritura con el homogeneizador 
(Virtis, Tempest, Oakland, CA, Estados Unidos) dos veces durante 15 segundos a 30.000 rpm. A 
continuación se centrifuga a 12.000 rpm durante 20 minutos a 4C y se recoge el sobrenadante.  
La cantidad total de proteína se cuantificó mediante el método colorimétrico BCA (Thermo Scientific, 
Waltham, MA, Estados Unidos). La curva patrón se realizó utilizando diluciones seriadas 1/2 de BSA 
y se mide la absorbancia a 570 nm en el lector de placas Infinite F200 (Tecan). 
Finalmente, se interpolan en la curva patrón los datos de absorbancia de las muestras para obtener 
la concentración proteica. 
3.15.1.2.  Extracción de proteínas a partir de biopsias de esófago 
La extracción de proteínas a partir de biopsias de esófago sumergidas en TRIzol se realizó 
siguiendo el protocolo que indica la casa comercial (Life Technologies). Tras disgregar el tejido con 
el homogeneizador (Virtis, Tempest, Oakland, CA, Estados Unidos) dos veces durante 15 segundos 
a 30.000 rpm, se añadió el cloroformo y al centrifugar de nuevo se descartó la fase acuosa en la que 
se encuentra principalmente el ARN. A continuación, se precipitó el contenido proteico con 
isopropanol y tras centrifugar se lavó varias veces el precipitado resultante con una solución de 
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clorhidrato de guanidina (CH6ClN3, 0,3 M) en etanol al 95% para eliminar los posibles restos de 
ADN.  
El precipitado resultante se disuelvió finalmente en SDS al 1%. La cantidad de proteína se cuantificó 
por el método BCA según se detalla en el apartado anterior. 
3.15.2.  INMUNODETECCIÓN DE PROTEÍNAS 
Antes de comenzar la separación electroforética, las muestras se mezclaron con un tampón de 
carga (Tris-HCL 100 mM pH 6,8, SDS 4%, azul bromofenol 0,2% y glicerol 20%) y se incubaron 5 
minutos a 95ºC para conseguir su completa desnaturalización.  
Para la detección de proteínas, se cargaron 30 µL de la muestra en un gel al 10% de acrilamida y se 
desarrolló la electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizante (SDS-PAGE). 
Las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, utilizando el sistema de transferencia 
en medio semi-seco (Trans-Blot Turbo Transfer System, BioRad, Hércules, CA, Estados Unidos). 
Seguidamente, las membranas se bloquearon con gelatina al 0,25% disuelta en NET 1X (Tris-HCl 
0,05 M pH 7,5, NaCl 0,15 M, 0,005% Tritón, pH 7,5) durante 2 horas a temperatura ambiente.  
Las membranas se incubaron con diferentes anticuerpos primarios y, tras sucesivos lavados con 
NET 1X para eliminar el exceso de anticuerpo no unido, se incubaron con sus respectivos los 
anticuerpos secundarios acoplados a la peroxidasa de rábano (HRP). En la tabla 5 se detallan las 
condiciones experimentales de las diferentes inmunodetecciones.   
Tras realizar nuevos lavados con NET 1X durante 1 hora, las inmunodetecciones de las proteínas se 
realizaron por quimioluminiscencia mediante el uso del reactivo ECL (GE Healthcare, Amersham, 
Gran Bretaña). 










MATERIALES Y MÉTODOS 



















































































































































Tabla 5. Condiciones experimentales de las inmunodetecciones. HRP, peroxidasa del rábano; TA, temperatura ambiente. 
 
3.16.  ESTUDIO HISTOPATOLÓGICO  
 
3.16.1. INCLUSIÓN DE MUESTRAS 
El estudio a nivel histológico se realizó a partir de un lóbulo derecho del pulmón de cada ratón 
incluido en los diferentes grupos experimentales de los dos modelos animales (modelo de terapia 
con galectina-3 o silenciamiento de SOCS3). Los lóbulos se fijaron en formaldehido al 4%, durante 
24 horas a 4C. Posteriormente, el tejido pulmonar de los ratones se deshidrató en soluciones de 
etanol de graduación creciente (70, 96 y 100) y tras sumergirlos en xileno, se incluyeron en 
parafina.  
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Parte del proceso se llevó a cabo con la ayuda del procesador de tejidos automático Leica TP 1020 
(Leica Microsystems GmbH, Weztlar, Alemania).  
Las secciones de biopsias humanas de esófago proximal embebidas en parafina se prepararon en el 
servicio de anatomía patológica del Hospital de La Paz de Madrid. 
A partir de los bloques resultantes para cada tipo de tejido (pulmonar o esofágico), se cortaron 
secciones de 5 µm de grosor con ayuda del microtomo (Leica, Weztlar, Alemania). 
Seguidamente los cortes se desparafinaron durante dos horas a 60C e hidrataron sumergiéndolos 
durante cinco minutos en las siguientes soluciones: xileno, etanol absoluto, etanol de 90 y etanol de 
70. Por último, se lavó en agua destilada 10 minutos. 
 
3.16.2. INMUNOHISTOQUÍMICA 
Los cortes desparafinados e hidratados se sometieron a un proceso de recuperación antigénica a 
pH 7 (PT LINK, Dako, Glostrup, Dinamarca) y se bloqueó la actividad peroxidasa endógena con 
agua oxigenada durante 30 minutos. A continuación se incubaron con los siguientes anticuerpos 
durante toda la noche a 4°C:  
 Cortes de pulmón de ratones del modelo de asma tratado con galectina-3: anti-SOCS3 de 
conejo (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, Estados Unidos). 
 Cortes de esófago proximal humanos procedentes de pacientes con EoE o sujetos control: 
anti-ERK2 fosforilado de conejo (Santa Cruz Biotechnology) ó anti-IL-13 de ratón 
(eBiosciences, San Diego, CA, Estados Unidos).  
Como anticuerpos secundarios se utilizaron un anti-conejo HRP sistema EnVision  (Dako, Golstrup, 
Dinamarca), o anti-ratón HRP (eBiosciences). La distribución de la peroxidasa se visualizó con 
diaminobencidina. Los cortes histológicos se tiñeron con hematoxilina, se deshidrataron y montaron 
con medio DPX (Sigma Aldrich, St. Louis, MI, Estados Unidos). 
3.16.3. TINCIÓN HEMATOXILINA/EOSINA 
La tinción de hematoxilina/eosina sirve para evaluar el infiltrado celular inflamatorio pulmonar. La 
hematoxilina, es un colorante de color azul/púrpura que tiñe los ácidos nucleicos de la cromatina 
celular. Los cortes hidratados se sumergieron en hematoxilina (Sigma Aldrich, St. Louis, MI, Estados 
Unidos). Tras realizar un lavado de 10 minutos con agua destilada, se contrastó con eosina 
alcohólica al 1% (Sigma Aldrich) y se volvió a lavar con agua.  
Una vez finalizada la tinción, se procedió a deshidratar las muestras histológicas siguiendo el 
siguiente orden: etanol de 70, etanol de 90, etanol absoluto y xilol. Finalmente las muestras 
teñidas se montaron con medio de montaje DPX (Sigma Aldrich) y se escanearon en el iScan coreo 
(Roche, Basilea, Suiza) 
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3.16.4. TINCIÓN TRICRÓMICA DE MASSON  
La tinción Tricrómica de Masson se utilizó para realizar el análisis cualitativo del engrosamiento 
subepitelial siguiendo el protocolo establecido por la casa comercial (Labolan, Navarra, España). 
Tras la hidratación de los cortes de tejido pulmonar, se añadió una solución de hematoxilina de 
Weigert’s conteniendo además cloruro férrico (FeCl3) y ácido clorhídrico (HCl), y se dejó actuar. Los 
portaobjetos se escurrieron y, sin lavar, se cubrieron de nuevo con una solución de ácido pícrico 
(C6H3N3O7), de este modo sólo se tiñeron los núcleos. A continuación, se lavaron en agua destilada  
y se tiñeron los citoplasmas con una solución de fucsina ácida (C20H17N3Na2O9S3) con rojo Ponceau 
(Sigma Aldrich). Se volvió a lavar con agua y se añadió el ácido fosfomolíbdico (H3[P(Mo3O10)4] x 
H2O), dejando que actuase para decolorar las fibras de colágeno y teñir los glóbulos rojos y el 
citoplasma. 
Por último, se añadió la solución verde luz de Gurr’s que tiñe colágeno. Se lavó ligeramente para 
eliminar el exceso de colorante con agua destilada, y se deshidrataron los tejidos por inmersión en 
alcoholes, para proceder a montar y escanear los portaobjetos. 
Mediante esta técnica el tejido conjuntivo se tiñe de verde-azulado, las fibras musculares de rosa, 
los citoplasmas de color anaranjado y los núcleos de color marrón. 
 
3.16.5. TINCIÓN ALCIAN BLUE/PAS  
La tinción Alcian Blue/PAS, se utilizó para analizar la hiperplasia de las células mucosas, respetando 
el protocolo establecido por la casa comercial (Labolan, Navarra, España). 
A los cortes de pulmón hidratados se les añadió la solución de Alcian Blue, pH 2,5. Sin lavar, sólo 
escurriendo el exceso de reactivo, se incubaron con una solución de tetraborato sódico (Na2B4O7 x 
10 H2O). A continuación, se lavaron con agua y se sumergieron en una solución de ácido periódico 
(H5IO6). Tras lavar de nuevo se incubaron con el reactivo de Schiff. Después se hizo un nuevo 
lavado y se incubó con una solución de metabisulfito de potasio (K2O5S2), y posteriormente se 
añadió la solución fijadora. Se realizó un último lavado antes de añadir la solución de Mayer’s 
Hemalum. Por último se deshidrataron los tejidos y se montaron en medio no acuoso (DPX, Sigma 
Aldrich). 
Con esta técnica, las sustancias PAS positivas se tiñen de un rojo magenta, los mucopolisacáridos 
ácidos de azul turquesa y las mucinas de epitelio y cartílago pueden variar su tonalidad desde 
morado hasta azul oscuro. 
3.17.  LOCALIZACIÓN Y DETECCIÓN DEL ARNsi TRAS LA ADMINISTRACIÓN INTRANASAL 
El primer paso antes de acometer el modelo, era comprobar si la vía de administración elegida, así 
como el vehículo en el que introducir la terapia (en este trabajo el ARNsi se introduce “desnudo”, es 
decir sin usar ningún vehículo) eran adecuados y alcanzaba el tejido diana, en este caso, el pulmón. 
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Por ello, se instiló en tres ratones un control positivo de ARNsi de la línea Accell específico para el 
gen de la ciclofilina B (Dharmacon, Chicago, IL, Estados Unidos) o bien sólo agua libre de ARNsas a 
otros tres ratones que actuaron como controles. Los ratones, a las 24 y 48 horas de ser instilados, 
se sacrificaron y los pulmones fueron extraídos para ser congelados a -80C en OCT (Dako, 
Glostrup, Dinamarca). Por último, se llevaron a cabo cortes seriados en el criostato (Leyca, Wetzlar, 
Alemania) y se  analizaron en el microscopio confocal (Leyca Microsystems, Wetzlar, Alemania) a 
una onda de excitación de 547 nm. 
3.18.  DETERMINACIÓN DE LA HIPERRESPUESTA BRONQUIAL A METACOLINA 
La evaluación de la hiperrespuesta bronquial se realizó en el laboratorio del Dr. Jose Manuel 
Zubeldia en el Hospital Gregorio Marañon de Madrid. La pletismografía corporal total (Buxco 
Electronics, Troy, NY, Estados Unidos) es un sistema que analiza la función pulmonar del animal sin 
necesidad de ser previamente  inmovilizado ni entubado.  
Mediante un nebulizador ultrasónico, estableciendo un flujo constante de 1 litro/minuto, se procede a 
la aerosolización de cantidades crecientes de metacolina de forma simultánea en cuatro cámaras 
independientes (desde 3 mg/mL a 24 mg/mL durante dos minutos de tiempo). 
Los cambios de presión en la vía respiratoria registrados por un neumotacógrafo durante los tres 
minutos siguientes a la administración de cada dosis, van a reflejar el grado de obstrucción de la 
misma.  
El parámetro que cuantifica dicha obstrucción se denomina “Penh”. Este se obtiene de forma 
automatizada, mediante la siguiente relación: 
Penh = (Te/Tr-1) x  PEF/PIF 
Te/Tr-1: pausa           PEF: pico del flujo espiratorio  
Te: tiempo espiratorio           PIF: pico del flujo inspiratorio 
Tr: tiempo de relajación 
 
Inicialmente se realiza una pletismografía basal y una inhalando PBS para recabar los parámetros 
basales. La medida de obstrucción de la vía aérea, se refleja como la relación entre el “Penh” 
correspondiente a cada dosis de metacolina inhalada, respecto al “Penh” obtenido en cada ratón 
tras la inhalación del PBS. 
3.19.  EVALUACION IN VIVO DE LA INFLAMACIÓN PULMONAR POR TÉCNICAS DE IMAGEN 
 
3.19.1. TOMOGRAFÍA COMPUTARIZADA 
Las imágenes in vivo de tomografía computarizada (TC) se realizaron en un sistema de imagen 
nanoPET/CT (Bioscan, Washington, DC, Estados Unidos) diseñado para animales pequeños sito en 
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el Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC) de Madrid, bajo la supervisión del 
Dr. Jesús Ruiz-Cabello. Este sistema de imagen está equipado con un micro foco que actúa como 
fuente de rayos X y un mecanismo de alta resolución que recoge la radiación a través de un panel 
de fotodiodos con una resolución de 1024 x 3596 píxeles.  
Los ratones se anestesiaron con una mezcla de ketamina/xilacina (100 mg/10mg por kg de peso) y 
se posicionaron en una cama térmica (38,7°C). Los parámetros para realizar el escaneo fueron: 360 
proyecciones/rotaciones, 55 kV, 145 µA, y un detector del tamaño de píxel de 141 µm. La 
adquisición y la posterior reconstrucción se llevaron a cabo utilizando el programa Nucline (Mediso, 
Budapest, Hungría). Los cambios de densidad pulmonar, medidos como Unidades Hounsfield (UH) y 
de volumen, se cuantificaron mediante el programa Osirix (Pixmeo, Berna, Suiza).  
 
3.19.2. TOMOGRAFÍA MOLECULAR DE FLUORESCENCIA 
La tomografía de fluorescencia molecular (TFM) es una técnica de imagen que permite obtener una 
distribución espacial en 3 dimensiones (3D) de la concentración de sondas fluorescentes en 
animales pequeños in vivo de forma no invasiva, es por tanto una técnica cuantitativa, en este caso 
en concreto, de inflamación pulmonar. 
En el día 58 del segundo modelo de asma crónica alérgica (ver apartado 3.1.2.), cuatro horas 
después de realizar la última administración intranasal de OVA, se inyectó intravenosamente 2 
nmoles del agente ProSense 680 (Perkin Elmer, Waltham, MA, Estados Unidos) resuspendido en 
150 µL de solución salina a cuatro ratones de cada grupo de experimentación.  
El reactivo ProSense 680 es una sonda fluorescente que se encuentra “apagada” y en presencia de 
proteasas como las catepsinas B, L y S, o  la plasmina, se activa y emite fluorescencia a 700 nm. A 
continuación se les anestesió con isoflurano (Forane, Abbott Laboratorios, España) y se depiló la 
zona ventral y parte del lateral derecho para minimizar la interferencia que ocasiona el pelo con la 
señal fluorescente.  
A las 20 horas de administrar el agente fluorescente se realizó un escáner de todos los ratones 
gracias al sistema de tomografía de fluorescencia TMF 1500 (Perkin Elmer), bajo la supervisión del 
Dr. Jesús-Ruiz Cabello en el CNIC (Madrid). Para ello, los ratones se anestesiaron previamente 
mediante inyección intraperitoneal de ketamina y xilacina (100 µL/10 g peso animal) y se colocaron 
cuidadosamente en la cámara de imagen del TFM.  
Con el uso del software TrueQuant 3D, los resultados obtenidos se reconstruyeron y se definieron 
regiones de interés en el área pulmonar para obtener las cuantificaciones. Se aplicó el mismo 








3.20.  ANÁLISIS CELULAR DE LOS LAVADOS BRONCOALVEOLARES 
 
3.20.1.  OBTENCIÓN DE LOS LAVADOS BRONCOALVEOLARES 
Veinticuatro horas después de la última administración intranasal del antígeno OVA, los ratones se 
anestesiaron por vía inhalatoria con isoflurano (Forane, Abbott Laboratorios, España), que es un 
anestésico que no afecta a la arquitectura pulmonar. Seguidamente, se introdujo una cánula en la 
tráquea y se lavaron los pulmones tres veces con 0,5 mL de suero salino, obteniendo un volumen 
final aproximado de 1 mL de suspensión celular. 
3.20.2.  CONTAJE DE LAS CÉLULAS TOTALES 
El contaje de células totales del lavado broncoalveolar (LBA) se efectúa en una cámara de 
Neubauer. La muestra es diluida a la mitad en Azul Tripán para determinar la viabilidad celular. Así, 
las células muertas se tiñen de color azul, debido a que al estar alterada la permeabilidad de la 
membrana plasmática el colorante penetra en el citoplasma. 
 
3.20.3.  ANÁLISIS DEL PORCENTAJE DE POBLACIONES LEUCOCITARIAS POR CITOMETRÍA DE FLUJO 
El estudio del perfil celular del lavado broncoalveolar se analizó por citometría de flujo (FACS 
CANTO II, Becton Dickinson, BD, San José, CA, Estados Unidos), marcando las células con 
anticuerpos conjugados con un fluorocromo que nos permite detectar la expresión de marcadores de 
superficie específicos de cada población celular. 
Los anticuerpos específicos utilizados, todos ellos de la casa comercial BD, fueron los siguientes: 
 Eosinófilos: CD49d-PE (anti-VLA-4) 
 Neutrófilos: CD32/16-FITC (Receptor Fc III/II) 
 Macrófagos: CD14-APC  
 Linfocitos T: CD3-FITC  
 Linfocitos B: CD19-PE  
A un total de 2 x 105 células del LBA, se les añadió 200 µL de PBS junto con 2% de STFi (Lonza, 
Basilea, Suiza) y 3 µl del anticuerpo 2.4G2 (BD), para bloquear los receptores Fc-. Las células, se 
incubaron 10 minutos en hielo y tras lavar con PBS/STFi al 2%, se procedió al marcaje con 3 µL de 
los anticuerpos correspondientes, en función del subtipo celular a determinar y se volvieron a 
incubar, esta vez 20 minutos en hielo. Transcurrido el tiempo, se lavó una vez más con  PBS/STFi al 
2% y, tras decantar el sobrenadante, se resuspendió el precipitado celular en 300 µl de FACSFlow 
(BD). Las muestras se evaluaron por citometría de flujo, analizándose un total de 5 x 104 por tubo. 
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3.21.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Las comparaciones estadísticas entre los grupos se llevaron a cabo mediante el test de Kruskal-
Wallis y U-test de Mann-Whitney para los datos no paramétricos, y el test de Fisher y ANOVA para 
los datos paramétricos. En algunos ensayos con eosinófilos en los que el tamaño de la muestra era 
menor y de carácter no paramétrico, se aplicó el test de Wilcoxson. 
El grado de significación estadística aplicado es P0,05, es decir, se acepta como máximo una 
probabilidad de error no superior al 5%. Por lo tanto, se ha considerado que existen diferencias 
estadísticamente significativas a partir de una P menor igual a 0,05.  
Los resultados se expresan como media ± DE (desviación estándar). El análisis estadístico realizado 
en este estudio se ha llevado a cabo mediante el programa Graphpad Instat3 (GraphPad Software 























































4.1.  AUMENTO DE LA EXPRESIÓN DE SOCS3 EN UN MODELO ANIMAL DE ASMA CRÓNICA: 
MODULACIÓN POR GALECTINA-3 
El objetivo principal de la presente estudio comprende la búsqueda y caracterización de una nueva 
diana terapéutica para tratar la enfermedad asmática. Desde hace varios años, el entendimiento de 
los mecanismos que subyacen a las manifestaciones de dicha enfermedad y la investigación de 
posibles terapias, han sido objeto de estudio en nuestro laboratorio. En el año 2006, López y cols. 
[209] publicaban un artículo en el que gracias a la terapia intranasal con un plásmido de ADN 
codificante para el gen de la galectina-3, inhibidor principalmente la expresión de IL-5 [210], se 
conseguía una reversión de la inflamación, la hiperrespuesta de las vías respiratorias o el remodelo 
bronquial, en un modelo múrido de asma alérgica crónica. Este modelo, ha sido la base para 
comenzar la búsqueda de nuevas moléculas implicadas en la enfermedad asmática a través del 
análisis del transcriptoma de los pulmones de los ratones asmáticos, y de los asmáticos tratados con 
dicha terapia génica. 
4.1.1.  VARIACIÓN DEL PERFIL DE EXPRESIÓN GÉNICA EN RATONES SENSIBILIZADOS A OVA  TRATADOS CON 
TERAPIA GÉNICA 
La técnica de los microarrays fue empleada para llevar a cabo la búsqueda inicial de moléculas que  
potencialmente pudieran representar nuevas dianas en el tratamiento de la enfermedad asmática. 
Se analizó el perfil de expresión de  37.169  genes en pulmones procedentes de ratones con asma 
(n=6, grupo OVA) y ratones tratados con el plásmido codificante del gen de galectina-3 (n=8, grupo 
pEGFP-GAL-3) haciendo uso del test de FasScan. Mediante el análisis de las vías que se 
encontraban afectadas, se encontraron numerosos procesos biológicos regulados tanto a la alza 
como a la baja al comparar los dos grupos (Figura 14).   
De todos los procesos afectados, cabe destacar la regulación negativa obtenida de numerosas 
respuestas relacionadas directamente con el sistema inmune y en particular con la orquestación de 
las respuestas de tipo 2, en la que se incluye la respuesta asmática,  en los ratones tratados con la 
Gal-3, como son la producción de inmunoglobulinas, la señalización de las citocinas, la 
degranulación de los leucocitos o la activación de los linfocitos T (P0,05). 
En contraste, otros procesos biológicos se encontraron potenciados en los ratones tratados con la 
terapia génica con el plásmido de Gal-3 en comparación con los ratones sensibilizados a OVA sin 
recibir ningún tipo de tratamiento; entre las que se encuentran las vías implicadas en el desarrollo 










Figura  14. Procesos biológicos regulados a la alza o a la baja en el grupo OVA frente al grupo pEGFP-Gal-3. El color rojo 
indica las vías biológicas más representadas en el grupo OVA (porcentaje  50) y el azul, aquéllas más presentes en el grupo 
pEGFP-Gal-3 (porcentaje  50). 
 
Posteriormente, el análisis de la función biológica identificó a los genes más representativos de las 
diferentes vías de señalización que se encontraban modificadas tras el tratamiento con el plásmido 
que codifica para el gen de la Gal-3. Entre los genes aumentados en los ratones asmáticos 
sensibilizados al antígeno OVA que disminuían su expresión debido a la terapia génica se 
encontraron  algunos grupos de genes responsables de la supresión de la señalización de citocinas 
(SOCS1, SOCS3 y SOCS5), así como los genes de los intermediarios de las rutas de transducción 
de señales en las que dichos supresores participan (STAT1, STAT3, STAT5A, STAT5B, STAT6), o 












Procesos biológicos   Genes  
Respuesta inflamatoria IDO1, IL17A, IL17B, IL17F, IL25, TGFB1, IL6, IL4, FOXP3, JAK2, STA5A, 
TLR4 
 
Regulación de la respuesta inmune 
mediada por inmunoglobulinas 
BCL6, FOXP3, FCG2B, IGH7, TNF, TGFB1, IL4, STAT6, IGH1A, IGH3, 
IGH7, C3, IL27RA 
 
Regulación negativa de la respuesta 
inflamatoria 
IL10, FOXP3, TGFB, SOCS3, IL2, TNF1B, AD, FOXF1A, IL2RA, ZFP36 
 
Procesos de biosíntesis de 
citocinas 
ADAM3, GATA3, IGF2BP1, IL12b, ,AP2K3, IL6, FOXP3, IL10, NFKB1, BCL3, 
IFNG, IL1B, TNF, WNT5A, IL21, IL1A, STAT5, IL17F 
 
Inmunidad mediada por 
células T 
IL4RA, BCL6, TGFB, IL20RB, IL2RA, IDO, FOXP3, CD27, CD74, LAG3, 
CASP3 
 
Vías de señalización mediadas por 
citocinas y quimiocinas 
ILR1, IL23R, IL2RB, IL3, IL5, JAK1, JAK3, SOCS1, SOCS3, SOCS5, STAT1, 
STAT3, STAT5A, STAT5B, IL6, IL6RA, TNF 
 
Degranulación de leucocitos PAK2A, RAB27A, IGH7, HMOX1, FOXF1A, FCER1G, PRAM1 
 
Tabla  6. Genes que participan en diversos procesos biológicos reguladas a la alza en los ratones OVA  en comparación con 
los tratados con el plásmido de galectina-3. 
 
De todos los genes alterados en la respuesta asmática que modificaron su expresión debido a la 
terapia génica con Gal-3, se elige al grupo de genes que forman parte de la familia de supresores de 
la señalización de citocinas (SOCS) para investigar su papel en la enfermedad asmática. En 
particular, el estudio se centrará en SOCS3 puesto que su aumento en linfocitos T ha sido  
previamente relacionado con la gravedad del asma [156], debido a su importancia en el 
mantenimiento de la inflamación, una de las características fundamentales de la enfermedad. 
 
4.1.2. COMPROBACIÓN DE LA REDUCCIÓN DE LA EXPRESIÓN DE SOCS EN LOS PULMONES DE LOS RATONES  
A partir de los resultados obtenidos mediante microarrays, se quiso confirmar el efecto producido por 
el tratamiento de la galectina-3 en la regulación de las proteínas SOCS, analizando la expresión 
génica de SOCS1, SOCS3 y SOCS5 por PCR cuantitativa a tiempo real en los pulmones de los 
diferentes grupos de ratones.  
Se incluyeron los grupos control salino, n=10 (SS) y asmático tratado con el plásmido vacío, n=15 
(OVA + pEGFP), además de los grupos asmático, n=15 (OVA) y asmático tratado con el plásmido 
con el gen de la Gal-3, n=20 (OVA + pEGFP-GAL-3). 
Los niveles de ARNm de SOCS1 y SOCS3 disminuyeron significativamente en el grupo de ratones 
sensibilizados a OVA y tratados con pEGFP-GAL-3,  en comparación con el grupo OVA sin tratar  




Este efecto era específico de la Gal-3 ya que la terapia con el plásmido vacío no modificó 
significativamente la expresión génica de SOCS1 y SOCS3 en el modelo de asma crónica. 
La expresión génica de SOCS5 no experimentó cambio significativos en ninguno de los grupos 











































































































Figura 15. Expresión génica de SOCS1, SOCS3 y SOCS5 por PCR cuantitativa en pulmón. Niveles de expresión de ARNm 
de SOCS1 (A), SOCS3 (B) y SOCS5 (C) en pulmones de ratón procedentes de los cuatro grupos de estudio. Los valores se 
expresan como media ± DE y representan la expresión génica relativa determinada por el método del CT de cada grupo 
tras doce semanas de exposición antigénica. Se encontraron diferencias significativas en la expresión de SOCS3 y SOCS1 
(P 0,01 y P 0,001)  en el grupo OVA+pEGFP-GAL-3 frente a los grupos OVA y OVA+pEGFP. 
 
La localización de la expresión de proteína SOCS3 en las vías respiratorias se realizó mediante 
inmunohistoquímica, en cortes de tejido pulmonar procedentes de ratones de  los diferentes grupos 
de experimentación.  
En los ratones OVA y OVA tratados con el plásmido vacío, se observaron numerosas células que 
expresaban SOCS3, y que se localizaban tanto en el espacio peribronquial, como  en el epitelio 
bronquial, indicado por la presencia de coloración marrón procedente del reactivo DAB como se 
observa en las figuras 16.B y 16.C, respectivamente.  
En cambio, en los ratones tratados con el plásmido de Gal-3 (Figura 16.D), prácticamente no se 
detectó expresión de SOCS3 en el tejido pulmonar analizado, de igual modo que ocurre en los 





Figura 16. Detección de SOCS3 mediante la técnica de inmunohistoquímica en tejido pulmonar de ratones. A, Grupo control 
salino (SS); B, grupo con asma alérgica (OVA); C, grupo con asma alérgica tratado con el plásmido vacío (OVA + pEGFP); D, 
grupo con asma alérgica tratado con el plásmido que codifica para el gen de Gal-3; E, control isotípico empleando como 
anticuerpo primario anti-IgG de cabra en vez de anti-SOCS3 de cabra. Cada imagen es un ejemplo representativo de cinco 
ratones de cada grupo, habiéndose obtenido resultados similares de todos 
 
El aumento de la expresión de SOCS3 en pulmones de ratones con asma alérgica crónica, y su 
inhibición mediante el tratamiento con el plásmido codificante para la galectina-3, que bloquea el 
reclutamiento de eosinófilos a las vías respiratorias, conducen al estudio hacia la investigación de 
este supresor en estas células claves en la regulación y ejecución de las respuestas inmunes de tipo 
2, así como su papel en otras patologías Th2 como  la bronquitis eosinofílica no-asmática y la 
esofagitis eosinofílica. 
 
4.2.  ESTUDIO DEL PAPEL DE SOCS3 EN PACIENTES CON ENFERMEDADES DE TIPO Th2: 
IMPLICACIÓN DE LOS EOSINÓFILOS 
4.2.1.  EXPRESIÓN DE SOCS3 EN EOSINÓFILOS DE PACIENTES CON  ASMA Y BENA 
Para comenzar el análisis de SOCS3 en patologías Th2, inicialmente  se determinó si los 
eosinófilos, células con un papel de gran protagonismo en este tipo de respuesta inmune, eran 
capaces de expresar este supresor.  
Para acometer este estudio, se purificaron eosinófilos de sangre periférica procedente de pacientes 
con dos patologías de tipo Th2 que cursan con infiltrados masivos principalmente eosinofílicos: 







4.2.1.1. Características clínicas de los pacientes  
El análisis inicial de expresión de SOCS3 se realizó en eosinófilos purificados de sangre periférica 
de un total de 8 pacientes con BENA, 6 asmáticos y  9 controles sanos que fueron reclutados para el 
estudio. Las características clínicas de los sujetos se recogen en la tabla 7, y como se observa, no 
se obtuvieron diferencias significativas ni de género ni de edad, entre los tres grupos de individuos. 
El elevado porcentaje de IgE total detectado en el suero de los pacientes con BENA (163 kU/L) y en 
menor medida en los pacientes asmáticos (65,2 kU/L), refleja el perfil inmune de tipo Th2 de estas 
dos enfermedades. 
 
      
 
    Tabla 7. Características clínicas de los sujetos del estudio de expresión de SOCS3 en eosinófilos .  
     CVF: capacidad vital  forzada; VEF1: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; 1Mediana (rango)  
     aP0,05 (versus controles sanos); bP0,01 (versus controles sanos); cP0,05 (versus pacientes asmáticos) 
 
En relación con los valores de VEF1, en el caso del grupo de pacientes con BENA, así como los 
controles sanos, se encontraron dentro del rango esperado (108,95 y 105, respectivamente) . En 
cambio, como era de esperar, los pacientes asmáticos presentaron un descenso significativo en el 
valor de este parámetro en comparación con los otros dos grupos (99,47, P0,05). 
El porcentaje de eosinófilos en sangre periférica fue significativamente superior en los pacientes con 
BENA (4,4%) y asma (2,66%), respecto a los sujetos sanos (0,14%) de forma  significativa en 
comparación con los dos grupos de pacientes con enfermedades Th2 (P0,01 y P0,05 
respectivamente).  
Por otro lado, el porcentaje de eosinófilos en esputo a pesar de ser superior en los individuos con 
asma (15,1%) y BENA (15,9%) que en los sujetos sanos (2,1%), no alcanzó significación estadística 













Edad (%) 23 (20-30) 40 (31-55) 37 (21-61) 
Varones (%) 4 (44,4) 4 (50) 3 (50) 
Atopia (%) 0 5 (62,5) 3 (50) 
VEF1 (%)1 105 (100-129) 108,95 (96-115)c 99,47 (73-110)
a 
VEF1/CVF (%)1 85 (79-92) 80,6 (74,5-89,6) 78,91 (77,6-95,2) 
Total IgE (kU/L)1 21,15 (4,52-144) 163 (34,5-605)a 65,2 (57,6-360)a 
Eosinofilia periférica (%) 0,14 (0-3,32) 4,40 (1,5-8,39)b 2,66 (1,34-7,92)a 




4.2.1.2. Expresión de SOCS3 en eosinófilos 
El primer paso fue determinar si los eosinófilos humanos eran capaces de transcribir y traducir 
ARNm de SOCS3. Para ello, se purificaron eosinófilos de  sangre periférica tanto de voluntarios 









































































Figura  17. Expresión génica de SOCS3 y SOCS5 en eosinófilos de sangre periférica. Los niveles de ARNm de SOCS3 (A) y 
SOCS5 (B) se analizaron por PCR cuantitativa en eosinófilos purificados de controles sanos (media ± DE, n=9) y pacientes 
con asma (media ± DE, n=6) y BENA (media ± DE, n=8). Los resultados representan la expresión génica relativa ( 
P0,01). 
 
La expresión de ARNm de SOCS3 se analizó por PCR cuantitativa (Figura 17.A). La expresión 
génica de SOCS3 en pacientes con asma y BENA  se encontraba aumentada en comparación con 
la detectada en los individuos sanos (0,5 y 2,5 veces más respectivamente); siendo significativa 
dicha diferencia en el caso de los pacientes con BENA (P0,01).  
Además, se analizó la expresión génica por PCR cuantitativa, de otro supresor de la misma familia 
también implicado en el balance de la respuesta inmune Th2: SOCS5.  
Como se observa en la figura 17.B, los niveles de ARNm de SOCS5 aparecen incrementados en los 
eosinófilos de los pacientes con enfermedades Th2 con respecto a los detectados en eosinófilos de 
los sujetos sanos, aunque sin llegar a establecerse diferencias significativas. 
4.2.1.3. Identificación de SOCS3 en eosinófilos por inmunocitoquímica 
Para confirmar la expresión de SOCS3 en eosinófilos se realizaron inmunocitoquímicas. La figura 18 
corresponde a  un ejemplo representativo de preparaciones de eosinófilos purificados  procedentes 
de pacientes asmáticos (Figura 18.C) y con BENA (Figura 18.D), así como de controles sanos 
(Figura 18.B). La existencia de producto marrón, indicador de células positivas para SOCS3, fue 
más abundante en los pacientes con asma y BENA en comparación con los controles sanos. 
La inmunorreactividad de SOCS3 se concentró en el compartimento citoplásmico, mostrando un 





Figura 18. Expresión de SOCS3 en eosinófilos de sangre periférica de pacientes con patologías Th2 y controles sanos por 
inmunocitoquímica. Los eosinófilos, procedentes de pacientes con asma (B), BENA (D) o controles sanos (B), se incubaron 
con anticuerpo IgG de conejo  de SOCS3 ó IgG de conejo como control isotípico (A) y se revelaron con un anti-conejo de 
cabra acoplado a la enzima peroxidasa purificada del rábano. El producto marrón indica presencia de SOCS3. 
 
4.2.1.4. Correlación de los niveles en suero de IgE y la expresión de SOCS3 
Como la elevación de los niveles de IgE en suero es una característica de los pacientes con asma y 
BENA (Tabla 7), se realizó la correlación entre los niveles de la medida de IgE en suero y la 
expresión génica de SOCS3 en sangre periférica (Figura 17.A). Se encontró una correlación positiva 
entre el aumento de expresión de SOCS3  y los elevados niveles de IgE en suero (P0,05, r: 0,5). 
Este resultado confirma la relación existente de la expresión de SOCS3 y las patologías Th2 con 
componente alérgico. 
 
En resumen, se ha demostrado por primera vez la expresión de SOCS3 en eosinófilos de sangre 
periférica humana, así como el aumento de dicha expresión en los eosinófilos procedentes de 
pacientes con dos enfermedades Th2 como el asma y la BENA en comparación con la expresión 
detectada en los eosinófilos de individuos sanos.  
 
4.2.2. EXPRESIÓN DE SOCS3 EN LA ESOFAGITIS EOSINOFÍLICA 
La esofagitis eosinofílica (EoE) es la tercera patología Th2 en la que se examinó la expresión de 
varios miembros de la familia de proteínas SOCS, y en particular de SOCS3, además de otros 
factores típicos de esta respuesta inmune en los que estos supresores podrían estar ejerciendo 
algún efecto. En este caso, como complemento al análisis de la expresión en periferia se realizó un 
extenso estudio en el órgano diana afectado por la EoE: el esófago. 
 
4.2.2.1.  Descripción de los individuos reclutados para el estudio  
El estudio se llevó a cabo en un total de 42 individuos, de los cuales 25 cumplían con el criterio de 
diagnóstico de EoE, y 17 fueron controles. En la tabla 8, se recogen resumidos, todas las 
características clínicas y epidemiológicas de los pacientes del estudio. 







 Sujetos control 
(EoE-) 
N=17 
Pacientes con esofagitis 
eosinofílica (EoE+)  
N= 25  
P valor 1,2 
Edad (media,rango) 38,69 ( 3-68) 28,9 (9-49)  NS 
Varones (%) 58,8% 88% NS 
Rinoconjuntivitis alérgica (%) 29,41% 80% <0,0052 
Alergia alimentos (%) 18% 44% NS 
IgE sérica total, kU/L (media±DE) 271±538 713±1127  <0,0052 
IgE específica a alimentos (%) 17,64% 84% <0,0012 
IgE específica a pólenes (%) 23,52% 80% <0,0012 
Eosinofilia en sangre periférica (media 
±DE) 
286,42±188 502,2±331 <0,051 
Descripción endoscópica (N, %)    
 Anillos  1 (5.9) 15 (60) <0,0012 
 Surcos longitudinales 0 (0) 7 (28) <0,052 
 Traquealización 1 (5.9) 8 (32) NS 
 Laceraciones 0 (0) 2 (8) NS 
 Exudados blanquecinos 1 (5.9) 5 (20) <0,0052 
 Hernia de hiato 2 (11.8) 1 (4) NS 
 Normal 11 (64.7) 3 (12) <0,0012 
Recuento de eosinófilos en biopsia  
(media, rango) 
<15 CAP 35,8 (24-100)  
 
Tabla 8. Características epidemiológicas, clínicas y endoscópicas de los pacientes de estudio. 
1Test de Mann-Whitney ; 2Test de Fisher;  NS: no significativo; CAP, campo de alto poder 
 
La edad media fue de 28,9 años para los sujetos con EoE, y 38,6 años para los controles, sin existir 
diferencias significativas entre ambos grupos. Cinco pacientes con EoE y un control eran sujetos con 
edad pediátrica. En la distribución del género no se observaron diferencias significativas entre los 
dos grupos, aunque en ambos grupos, el sexo masculino fue predominante (88% en pacientes con 
EoE y 59% en sujetos sin EoE). 
  
Al comparar el historial atópico entre los sujetos de estudio, veinte de los pacientes con EoE (80%) 
estaban sensibilizados al menos a un aeroalérgeno, en comparación con los individuos control, de 
los que sólo cuatro (23,5%) presentaban esta característica (P0,001). Además, el 80% de los 
pacientes con EoE cursaban con ricoconjuntivitis de tipo alérgica, frente a un 29,41% de los 
controles P0,005). En cuanto a las alergias alimentarias, once pacientes con EoE (44%) tenían IgE 
específica para algún alimento, mientras que en sólo tres sujetos control (18%) se detectó IgE 
específica frente a alimentos. 
 
El recuento de eosinófilos en sangre periférica también experimentó diferencias entre el grupo EoE y 
el grupo control (502,2331 frente a 286188,4, P0,05). En este sentido, la IgE total sérica 
detectada fue superior en los pacientes con EoE en comparación con los sujetos sin esta patología 





Por último, las características observadas endoscópicamente también aparecen descritas en la tabla 
8. La presencia de anillos (P0,001), exudados blanquecinos (P0,005), y surcos longitudinales 
(P0,05), fueron los rasgos más importantes y comunes en los pacientes con EoE, mientras que en 
los sujetos sin EoE los esófagos eran en su mayoría normales (P0,001). Las biopsias del esófago 
proximales, medias y distales realizadas en los pacientes con EoE, confirmaron la existencia de más 
de 15 eosinófilos por campo; sin embargo en los controles, el número de eosinófilos fue inferior a 15, 
en cualquiera de las tres regiones evaluadas. 
 
4.2.2.2. Aumento de la expresión génica de SOCS1 y SOCS3 en biopsias de esófago proximal de 
pacientes con EoE 
Se analizó la expresión de SOCS1, SOCS3 y SOCS5 en biopsias de esófago proximal procedentes 
de 25 pacientes con EoE y 17 controles, para determinar los niveles de ARNm de estos tres 
miembros de la familia de supresores SOCS por PCR cuantitativa.  
Los niveles de ARNm específico de SOCS3 y SOCS1 en los pacientes con EoE eran tres veces más 
elevados que los niveles de estos mismos supresores en las biopsias de esófago de los controles 
sin EoE (Figuras 19.A y B respectivamente, P0,05).  
La expresión de SOCS5 era igual entre pacientes con EoE y pacientes sin EoE (Figura 19.C). 
Figura 19. Medida de la expresión génica de SOCS3, SOCS1 y SOCS5 en biopsias proximales de pacientes con EoE y 
sujetos control por PCR cuantitativa. Los resultados muestran la expresión génica relativa de SOCS3 (A) y SOCS1 (B) en 25 




































































































4.2.2.3.  El eje eotaxina-3/CCR3 y las citocinas Th2, IL-5 e IL-13, aumentan la expresión de SOCS3 
en pacientes con esofagitis eosinofílica 
Una vez constatado el aumento de expresión génica de SOCS1 y SOCS3, se evaluaron los niveles 
de tránscritos de otros genes previamente implicados en la EoE y relacionados directamente con la 
respuesta inmune Th2, como son las interleucinas IL-5 e IL-13, el factor quimiotáctico eotaxina-3 y 
su receptor CCR3 (Figura 20).  
En las  biopsias de esófago proximal de los pacientes con EoE, se encontró una elevada expresión 
génica de IL-5, IL-13, CCR3 y eotaxina-3 (figura 20) en comparación con los pacientes control 
(incremento en número de veces de 89,7; 10,5;  5,9 y 86,5 respectivamente, P 0,05).  
 
Figura  20.  Expresión de factores Th2 en biopsias proximales de pacientes con EoE. Se determinaros los niveles relativos de 
ARNm de IL-5 (A), IL-13 (B), CCR3 (C) y eotaxina-3 (D) por PCR cuantitativa. Grupo EoE- (n=17) y grupo EoE+(n=25) 
representados como media ± DE ( P0,05).  
 
El aumento de expresión en el esófago, de IL-5, CCR3 y eotaxina-3 ha sido descrito anteriormente 
en otras cohortes de pacientes con EoE. Sin embargo, la elevación de los niveles de IL-13 es 
novedosa; por ello se realizaron una serie de inmunohistoquímicas de IL-13 en las biopsias 






































































































































Como se observa en la figura 21, se detectaron células positivas para IL-13, como indica la 
presencia de coloración marrón, tanto en el foco inflamatorio como en algunas células del epitelio 
según muestra el aumento de la imagen (panel derecho). 
 
 
Figura 21. Detección de IL-13 en biopsias de esófago de pacientes con EoE. Inmunohistoquímica representativa de IL-13 de 
biopsia de paciente con EoE de un total de 5 realizadas. El color marrón indica positividad (panel central y derecho, x200  y 
x400 aumentos respectivamente). Control negativo (panel izquierdo): anticuerpo isotípico. 
 
4.2.2.4. Implicación de la vía ERK en la patología de la esofagitis eosinofílica 
SOCS3 regula muchas vías de transducción de señales, entre ellas la ruta de MAPK/ERK, por lo 
tanto se decidió examinar la activación de esta ruta. En un primer paso, los niveles de ARNm de 
MAPK1 se analizaron por PCR cuantitativa en las biopsias de esófago proximal para comprobar la 
producción de ARNm de este intermediario de la vía.  
En las biopsias de  pacientes con EoE la expresión de ARNm de MAPK1 era 1,3 veces superior que 
en los sujetos control (P0,001, figura  22.A).  
A continuación se evaluó la activación de la ruta a nivel proteico mediante la detección y 
cuantificación de proteína ERK fosforilada. En la figura 22.B se observa un aumento de la 
fosforilación de ERK en las biopsias de los pacientes con EoE, casi inexistente en los sujetos control 
(3,3 veces más, P0,001, figura 22.C).  
Por último se localizó la expresión proteica de fosfo-ERK en el tejido esofágico mediante 
inmunohistoquímica en pacientes con EoE. Como se puede comprobar en la imagen representativa 
(Figura 22.D), la expresión de ERK fosforilado se distribuye homogéneamente en todo el corte 
esofágico. En conjunto estos datos implican a esta vía de transducción de señales directamente en 



























































Figura 22. Activación de la vía ERK en la esofagitis eosinofílica. A. PCR cuantitativa de MAPK1 en biopsias de esófago 
proximal de 25 pacientes con EoE y 17 sujetos control (media ± DE,  P0,001). B. Detección mediante western blot de 
fosfo-ERK y ERK en extractos de biopsias de esófago proximal de pacientes con EoE y sujetos control. C. Cuantificación de 
la expresión de pERK por densitometria (media ± DE, n=5/grupo,  P0,001). D. Inmunohistoquímica de pERK en 
biopsias de esófago proximal de pacientes con EoE. Se utilizó un anticuerpo isotípico como control de la técnica. El producto 
coloreado indica presencia de anticuerpo pERK (n=5, x400). 
 
4.2.2.5. Correlación de SOCS3 con los genes analizados 
Para establecer una relación entre el aumento de la expresión génica de SOCS1 y SOCS3 y los  
genes alterados medidos en el estudio de esta enfermedad se realizaron correlaciones con el resto 
de genes estudiados y características propias de la EoE.  
En los pacientes con EoE los niveles de ARNm de SOCS3 se correlacionan con la eosinofilia tanto 
esofágica como periférica (r=0,46, P0,05), estableciéndose así una relación directa entre la 
expresión de SOCS3 y el carácter eosinofílico de la enfermedad. 
 
Además se realizaron correlaciones entre los genes cuya expresión génica ha sido encontrada 
elevada en las biopsias de esófago de pacientes con EoE del estudio y la expresión detectada en 
las mismas muestras de SOCS1 y SOCS3. Todas las correlaciones llevadas a cabo fueron 
significativas indicando una relación entre el aumento de ARNm de SOCS1 y/o SOCS3 y el 
incremento de cualquiera de los genes analizados, excepto en el caso de la IL-13 donde la 






 SOCS1 SOCS3 
SOCS3 0,0001 (r=0,90)  
IL-5 0,0001 (r=0,80) 0,0004 (r=0,70) 
Eotaxina-3 0,0001 (r=0,60) 0,0007 (r=0,50) 
CCR3 0,0001 (r=0,59) 0,0001 (r=0,68) 
IL-13 0,01 (r=0,36) NS (r=0,25) 
MAPK1 0,0001 (r=0,70) 0,0001 (r=0,63) 
        
  Tabla 9. Correlaciones entre SOCS (SOCS1 y SOCS3) y los genes determinados  
  en el estudio en las biopsias esofágicas.  Correlación de Spearman r y valores P   
  obtenidos mediante el test no-paramétrico. 
 
La correlación positiva encontrada entre la expresión de SOCS1 y SOCS3 y los genes Th2, 
corroboran la participación de esta familia de supresores en el mantenimiento de esta respuesta 
inmune característica, típica de la enfermedad. 
4.2.2.6. La expresión de SOCS3 y el perfil de citocinas no se modifican en los pacientes con EoE en 
comparación con los sujetos control en células de sangre periférica y suero 
El análisis de la expresión de SOCS3 quiso acometerse, además de en el órgano principalmente 
afectado por la enfermedad, en células de sangre periférica y suero (Figura 23).  
 
La determinación de los niveles de ARNm de SOCS3, tanto en células mononucleares (Figura 23.A) 
como en eosinófilos (Figura 23.B) de sangre periférica, no reveló diferencias de este supresor entre 






























































EoE- Eo - EoE+EoE+
PBMCs Eosinófilos
Figura 23. Determinación de SOCS3 a nivel sistémico en pacientes con EoE y controles. PCR cuantitativa de SOCS3 en 
PBMC (A) y eosinófilos (B) purificados de sangre periférica de pacientes con EoE (media ± DE, n=25 y sujetos control (media 





Para analizar de forma más detallada el perfil de los mediadores implicados en el proceso 
inflamatorio, se realizó un array de citocinas en el que se incluía un panel extenso de estos factores. 
La medida se llevó a cabo en dos pooles diferentes de suero: pacientes con EoE y controles. De 
nuevo, no se obtuvieron diferencias destacables en los patrones de expresión de las diferentes 
citocinas ensayadas entre los dos grupos (Figura 24.A).  
 
Por último, se decidió corroborar los resultados mediante ELISA de dos de los factores incluidos en 
el array: IL-5 y VEGF; esta vez, en todos los sueros procedentes de los sujetos del estudio de forma 
individual. Una vez más, no se pudieron extraer diferencias relevantes entre el grupo de pacientes 



































Figura 24. Perfil de citocinas  en suero de  pacientes con EoE y controles. (A) Array de de citocinas humanas realizado a 
partir de dos pooles de sueros procendentes de muestras de suero de pacientes con EoE y individuos controles. Medidas de 
ELISA de IL-5 (B) y VEGF (C) en muestras de suero de 25 pacientes con EoE y 17 controles. 
4.2.2.7. Modificación de la expresión de SOCS3 en el esófago de pacientes con EoE sometidos a 
dieta de restricción 
De los 25 pacientes con EoE, cinco fueron sometidos a una dieta de eliminación total de 
determinados alimentos entre los que se incluyen leche, soja, trigo, huevos, cacahuetes y 
pescados/mariscos. Transcurridos 3 meses, se les volvió a practicar una biopsia del esófago para 




Los resultados indican una reducción de 3,1 veces en la expresión de SOCS3 tras la dieta de 
eliminación, que inicialmente presentaban un incremento de este supresor (Figura 25.A, P0,01).  
Por el contrario, los niveles de ARNm de SOCS1, no se vieron modificados por el tratamiento de 
eliminación de alimentos (Figura 25.B). 
Estos datos confirman la implicación de SOCS3 en la EoE y su potencial como posible biomarcador 





























































Figura 25. Expresión génica de SOCS3 y SOCS1 en pacientes con EoE tras la dieta de eliminación. PCR cuantitativa de 
SOCS3 (A) y (B) a partir de biopsias de esófago de cinco pacientes con EoE, antes y después de haberse sometido a una 
dieta de restricción (ADR, antes de la dieta de restricción y DDR, después de la dieta de restricción). Los resultados se 
representan como media ± DE,  P0,01. 
El incremento de expresión de SOCS3 en las biopsias de esófago de los pacientes se suma a la 
elevación de los niveles de este supresor encontrada en otras dos patologías Th2 con presencia de 
eosinófilos: asma y bronquitis eosinofílica. En estas dos últimas enfermedades además se ha 
constatado un aumento de SOCS3 en los eosinófilos, por tanto se decide centrar el estudio en la 
modulación directa de SOCS3 en los eosinófilos.  
4.2.3. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE SOCS3 POR DIVERSOS FACTORES 
Una vez confirmada la expresión de SOCS3 en eosinófilos humanos y su aumento en los eosinófilos 
procedentes de pacientes con enfermedades de tipo Th2 como el asma y la BENA, se analizaron los 
factores afectan a su regulación. 
4.2.3.1.  Estimulación de la expresión génica de SOCS3 por citocinas Th2 pero no Th1 
La expresión génica de SOCS3 se evaluó por PCR cuantitativa en eosinófilos purificados de sangre 
de controles sanos estimulados in vitro  con citocinas características de un ambiente Th2 (IL-4, IL-5 




Cuando los eosinófilos eran cultivados con cualquiera de las tres citocinas de tipo Th2: IL-4, IL-5 o 
IL-13, se obtuvo un aumento de la expresión de SOCS3 dependiente tanto de la dosis como del 
tiempo de incubación empleado (Figura 26).  
De todas las dosis de concentración utilizadas, el mayor incremento de expresión de SOCS3 
observado se consiguió con 10 ng/ml de cualquiera de las tres interleucinas ensayadas (Figura 26. 
A, B y C).  
Cabe destacar el elevado aumento de expresión génica de SOCS3 obtenido en los eosinófilos 
estimulados con IL-5 (hasta 14 veces más, respecto con el control sin tratar), en comparación con 
las inducciones producidas por IL-4 e IL-13 (P0,05, Figura 26.B).  
Este aumento de SOCS3 debido a la IL-5, se explica por la importancia de esta citocina en la 
diferenciación y supervivencia del eosinófilo y el hipotético papel que SOCS3 desempeñaría en el 




















































































































































































































Figura 26. Expresión de SOCS3 en eosinófilos de sangre periférica tratados con citocinas Th2. Los eosinófilos fueron 
cultivados con diferentes dosis y a diferentes tiempos para obtener curvas respuesta de dosis (A-C) y tiempo (D-F) para las 
citocinas IL-4, IL-5 e IL-13. La expresión de ARNm de SOCS3 fue medida por PCR cuantitativa en cuatro individuos sanos 





Las cinéticas, todas ellas realizadas con la dosis de 10 ng/ml, presentaron un patrón dependiente 
con el tiempo, alcanzándose la mayor expresión a los 120 minutos con IL-4 (Figura 26.D, P0,01) y 
a los 60 minutos con IL-5 e IL-13 (Figura 26.E y F, P0,05).  
En cambio, las estimulaciones con INF (Figura 27.A y B) no variaron la expresión génica de SOCS3 
de forma significativa a ninguna de las dosis ni tiempos ensayados en comparación con los 
eosinófilos sin estimular, pero si pudo observarse una tendencia al incremento de la expresión de 
SOCS3 a medida que se aumentaba tanto la dosis de INF como el tiempo de estimulación.  
Estos datos apuntan hacia una posible modulación de este factor en la expresión de SOCS3 en los 
eosinófilos. 
 
Figura 27. Expresión de SOCS3 en eosinófilos de sangre periférica estimulados con IFN. Los eosinófilos purificados de 
sujetos sanos, fueron cultivados con diferentes dosis de IFN  a diferentes tiempos para obtener curvas respuesta de dosis 
(A) y tiempo (B). La expresión de ARNm de SOCS3 fue medida por PCR cuantitativa en cuatro individuos sanos (media ± 
DE). Los resultados representan la expresión génica relativa. 
4.2.3.2.  El tratamiento con PGE2 incrementa la expresión de SOCS3 en eosinófilos de controles 
sanos 
La prostaglandina E2 (PGE2) es un prostanoide generado a partir del ácido araquidónico que posee 
un carácter pleiotrópico, ejerciendo efectos tanto pro-inflamatorios como anti-inflamatorios. Durante 
el proceso inflamatorio fomenta la inducción y persistencia del fenotipo Th2. Por tanto, se decidió 
evaluar, la expresión génica de SOCS3 en eosinófilos de controles sanos estimulados con PGE2.   
Se ensayaron diferentes concentraciones de PGE2 (10-4 y 10-6M) para estimular los eosinófilos 
purificados de sangre de controles sanos,  y seguidamente se determinó de nuevo la expresión 
génica de SOCS3 por PCR cuantitativa (Figura 28).  
Tanto la dosis de 10-6 como de 10-4M resultaron efectivas estimulando la expresión de ARNm de 
SOCS3 en los eosinófilos en comparación con los eosinófilos sin tratar (Figura 28.A). Además se 
constató que el aumento de los niveles de ARNm era mayor al tiempo de estimulación de 120 











































































Por lo tanto, el incremento de expresión de SOCS3 es dosis y tiempo-dependiente y alcanza 
significación estadística a la dosis de 10-4M en un periodo de estimulación de 120 minutos (P0,01). 
 
Figura 28. Estimulación de la expresión de SOCS3 con PGE2. Eosinófilos purificados de sangre periférica de voluntarios 
sanos se cultivan con diferentes dosis de PGE2 (A) y a diferentes tiempos (B) y se mide la expresión génica de SOCS3 por 
PCR cuantitativa. La expresión de ARNm de SOCS3 fue medida por PCR cuantitativa en cuatro individuos sanos (media±DE) 
y representada como expresión génica relativa determinada por el método del Ct, ( P0,01). 
En conjunto, de estos resultados se puede decir que los eosinófilos humanos purificados de sangre 
periférica son capaces de transcribir y expresar SOCS3, a través de una regulación dirigida por las 
citocinas Th2 y PGE2  que incrementan los niveles de ARNm de SOCS3 de forma dependiente de la 
dosis y el tiempo.  
4.2.4.  ANÁLISIS DE LA FUNCIÓN DE SOCS3 EN EOSINÓFILOS DE PACIENTES ASMÁTICOS: SILENCIAMIENTO 
GÉNICO DE SOCS3 
Dado que el objetivo principal de la tesis se centra en el análisis de la expresión de SOCS3 y su 
posible implicación terapéutica en el asma, se decidió evaluar la relación existente entre este 
supresor y los eosinófilos mediante la herramienta del silenciamiento génico, esta vez únicamente 
en individuos con asma. 
 
4.2.4.1. Descripción clínica de los pacientes asmáticos seleccionados para el estudio. 
 
Siguiendo los mismos criterios de inclusión que para el análisis inicial de expresión de SOCS3 en 
eosinófilos humanos, fueron seleccionados los 36 pacientes asmáticos que comprenden el estudio 
de la función de SOCS3 mediante su silenciamiento génico. 
 
De las características clínicas de los pacientes representadas en la tabla 10, cabe destacar la 
eosinofilia periférica superior al 3% y el valor de fracción exhalada de óxido nítrico (FeNO) por 















































































respiratorias de los pacientes. Ambos parámetros apuntan a una elevada presencia de eosinófilos 






 Edad (años) 46 (20-86) 
 Varones (%) 11 (28,2) 
 Atopia (%) 29 (74,2) 
 VEF1 (%) 100 (73-138) 
 VEF1/CVF (%) 79 (62-100,4) 
 FeNO ppm 31 (8,5-230) 
 Eosinofilia periférica (%) 4,7 (1,5-19,1) 
       
     Tabla 10. Características clínicas de los pacientes asmáticos  empleados  
para el estudio de silenciamiento génico de SOCS3 en eosinófilos . 
CFV, capacidad vital forzada                                                                                                                                                                        
VEF1, volumen espiratorio forzado en el primer segundo                                                                                                           
ppm, partes por millón                                                                                                                                                                    
1Mediana (rango) 
 
4.2.4.2. Silenciamiento génico de SOCS3 en eosinófilos purificados de sangre de pacientes 
asmáticos 
Para establecer la importancia funcional de SOCS3 en los eosinófilos procedentes de pacientes 
asmáticos se ha utilizado el silenciamiento génico.  
El silenciamiento génico de SOCS3 se lleva a cabo siguiendo el protocolo establecido por Goplen y 
colaboradores, aprovechando que los eosinófilos son capaces de captar de manera espontánea 
pequeños ácidos nucleicos como el ARNsi, en un proceso de endocitosis activo mediado por 
dinamina II [202]. Los eosinófilos purificados de sangre periférica de los pacientes fueron cultivados 
durante un periodo de 48 horas en medio RPMI sin antibiótico, para evitar la degradación de los 
ARNsi al ser añadidos al cultivo, en presencia de IL-5 y GM-CSF. 
En primer lugar se comprobó la efectividad del silenciamiento génico de SOCS3, evaluando la 
expresión de SOCS3 en los eosinófilos a través de la determinación de los niveles de ARNm así 
como de proteína. Se confirmó que el tratamiento de los eosinófilos con el ARNsi de SOCS3 
producía una inhibición de la expresión génica y proteica de SOCS3. Se obtuvo un 56% de 
reducción de la expresión génica de SOCS3 en comparación con el control negativo (Figura  29.A), 
y por western blot se detectó hasta 26 veces menos de expresión de SOCS3 en los eosinófilos que 
habían recibido el pool de ARN silentes en comparación con el control negativo, desapareciendo 


































































Figura  29. Silenciamiento génico de SOCS3 en eosinófilos humanos purificados de sangre de pacientes asmáticos. Los 
eosinófilos fueron cultivados durante 48 horas, bien con el ARNsi de SOCS3 bien con el control negativo de silenciamiento y 
se analizó la expresión de SOCS3 por PCR cuantitativa, n= 8 (A), western blot,  n= 8  (B), o microscopía confocal, n=2  (C). 
Los resultados se expresan como la media obtenida ± DE ( P0,01,  P0,001). 
También se evaluó la disminución de la expresión de SOCS3 ex vivo mediante microscopía de 
fluorescencia. Como se observa en la figura 29.C, la intensidad del marcaje de SOCS3 disminuye en 
el eosinófilo procedente del cultivo con ARNsi de SOCS3, mientras que en el eosinófilo tratado con 
el control negativo de silenciamiento se detecta gran cantidad de fluorescencia roja repartida por 
todo el citoplasma celular. 
A continuación, se evaluó la expresión génica de SOCS1 y SOCS5, para comprobar si el 
silenciamiento génico de SOCS3 en eosinófilos era específico y no afectaba a estos dos supresores 
aunque pertenecieran a la misma familia de proteínas (Figura 30).  
Ni los niveles de ARNm de SOCS1 ni los de SOCS5 (Figuras 30.A y B, respectivamente), 
experimentaron cambios significativos tras el tratamiento de los eosinófilos con el ARNsi de SOCS3, 

































































Figura 30. Determinación de la expresión génica de SOCS1 y SOCS5 en eosinófilos de pacientes asmáticos. Análisis de los 
niveles de ARNm de SOCS1 (A) y SOCS5 (B) por PCR cuantitativa en eosinófilos purificados de sangre periférica incubados 
con el ARNsi de SOCS3 o bien con el control negativo de ARNsi. Los resultados se expresan como la media obtenida de 5 
pacientes ± DE. 
 
4.2.4.3. Análisis de los factores reguladores más importantes de la respuesta inmune en los 
eosinófilos tras el silenciamiento génico de SOCS3 
Para caracterizar con más detalle el fenotipo inmune de los eosinófilos tras el silenciamiento génico, 
se analizó la expresión génica de los factores reguladores de la transcripción GATA-3, T-bet y 
FoxP3; de los cuales, el único descrito en eosinófilos con anterioridad a este estudio es GATA-3 
[211]. 
La expresión de SOCS3 ayuda a promover y mantener las respuestas de tipo Th2. La reducción de 
la expresión de este supresor disminuyó los niveles de ARNm de GATA-3, el factor de transcripción 
máster en la programación de las células hacia un fenotipo Th2 característico (Figura 31.A, P0,05). 
En cambio, la expresión génica del factor de transcripción T-Bet, fundamental en la generación de 






























































Figura 31. Modulación de la respuesta inmune Th1/Th2 por SOCS3 en eosinófilos de pacientes con asma. Determinación de 
la expresión génica por PCR cuantitativa de GATA3 (A), T-Bet (B), en eosinófilos purificados de sangre periférica incubados 
con el ARNsi de SOCS3 o bien con el control negativo de ARNsi. Los resultados se expresan como la media obtenida de 5 






El análisis de los factores implicados en la expresión de un fenotipo regulador, como son FOXP3 y la 
IL-10, reveló una reducción significativa de los niveles de ARNm de ambos en los eosinófilos 
incubados con el ARN silente de SOCS3 en comparación con los tratados con el ARNsi control 






























































Figura 32. Implicación de SOCS3 en la respuesta inmune reguladora en eosinófilos de pacientes asmáticos. Determinación 
de la expresión génica por PCR cuantitativa de FOXP3 (A) e IL-10 (B), en eosinófilos purificados de sangre periférica 
incubados con el ARNsi de SOCS3 o bien con el control negativo de ARNsi. Los resultados se expresan como la media 
obtenida de 5 pacientes ± DE ( P0,05). 
En resumen, cabe destacar la expresión génica de T-bet y FOXP3 descrita por primera vez en 
eosinófilos humanos purificados de sangre periférica en este trabajo. Además, la ausencia de 
SOCS3 atenúa el fenotipo mixto Th2/Treg, disminuyendo los niveles de GATA-3 y FOXP3/IL-10 
respectivamente, sin afectarse la expresión del regulador de la transcripción Th1, T-Bet. 
4.2.4.4. Supresión de la migración de los eosinófilos tratados con el ARNsi de SOCS3 
La migración de los eosinófilos desde la medula ósea hasta las zonas de inflamación a través de los 
vasos sanguíneos, es una de las acciones clave que deben de realizar los eosinófilos; por lo que   
se evaluó, si la capacidad migratoria de los eosinófilos se veía afectada tras el silenciamiento génico 
de SOCS3. 
Se determinó la capacidad migratoria de los eosinófilos a través de una membrana con un tamaño 
de poro de 0,5m, en respuesta a una concentración de IL-5 de 10 ng/ml al otro lado de la 
membrana. Los eosinófilos en los que la expresión de SOCS3 estaba silenciada, migraron un 46% 


































Figura 33. Afectación de la migración de eosinófilos de pacientes asmáticos con SOCS3 silenciado. Migración de eosinófilos 
a través de una membrana con un poro de 0.5 µm, en respuesta a IL-5 (10 ng/ml) tras cultivarse con los ARNsi (de SOCS3 o 
C-). Los resultados se expresan como la media obtenida de 6 pacientes ± DE ( P0,05). 
 
Para encontrar un posible mecanismo de actuación a través del cual SOCS3 pudiera modular la 
migración de los eosinófilos, se midió por citometría de flujo los niveles de expresión del receptor de 
eotaxina-3 (CCR3) que está directamente implicado en la migración del eosinófilo. En concordancia 
con la disminución de la capacidad migratoria, el porcentaje de células positivas para CCR3 se 
redujo en un 76 % en los eosinófilos cultivados con el ARNsi de SOCS3 en comparación con los 
controles negativos (Figura 34, P0,05). La estimulación específica con IL-5  disminuyó en un  52 % 
la expresión del receptor CCR3 en los eosinófilos con deficiencia de proteína SOCS3 frente a los 















Figura  34. Determinación de la expresión del receptor CCR3 en eosinófilos de pacientes asmáticos.  Porcentaje de expresión 
de CCR3 medido por citometría de flujo en eosinófilos tratados con ARNsi de SOCS3 ó un ARNsi control y estimulados con ó 
sin IL-5. Los resultados se expresan como la media obtenida de 6 pacientes ± DE.  ( P0,05). 
 
Estos datos apuntan a una implicación de SOCS3 en la regulación de la migración de los 
eosinófilos, posiblemente a través de un incremento de expresión en superficie del receptor de 
eotaxina CCR3, independientemente de la estimulación con IL-5 que no modifica significativamente 






























4.2.4.5.  Reducción de la adhesión en eosinófilos con expresión deficiente de SOCS3 
La adhesión del eosinófilo al endotelio vascular es fundamental para que tenga lugar su  
extravasación al foco inflamatorio donde ejercerá su función efectora. De nuevo, se purificaron 
eosinófilos de sangre periférica de pacientes asmáticos y se cultivaron con el ARNsi de SOCS3 ó la 
secuencia de ARNsi aleatoria que actuaba como control negativo durante 48 h. Seguidamente, los 
eosinófilos se estimularon con diferentes citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) ó con PGE2, a los tiempos 
y dosis en los que la inducción de SOCS3 era mayor (capítulo resultados, apartado 4.2.3).  
Los eosinófilos que expresaban menos SOCS3 debido al tratamiento silente, presentaban una 
inhibición de la adhesión de un 25 % al ser cultivados con IL-5, IL-13 ó PGE2 (P0,05, figura 35). Sin 
embargo, la estimulación con IL-4 no produjo ninguna variación significativa en la capacidad de 
adhesión entre los eosinófilos tratados con ARNsi control o de SOCS3. 
 
 
Figura  35. Evaluación de la adhesión en eosinófilos de pacientes tras el silenciamiento de SOCS3. Medida indirecta a través 
de la cantidad de EPO liberada (absorbancia a 630nm) por eosinófilos (tratados con ARNsi de SOCS3 o control negativo) 
adheridos a una placa recubierta con fibronectina estimulados previamente con citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) o PGE2. Los 
resultados se expresan como la media obtenida de 7 pacientes ± DE para cada estímulo ( P0,05). 
A  continuación se estudió la expresión de las principales moléculas implicadas en el proceso de 
adhesión en los eosinófilos purificados de los pacientes asmáticos para determinar si existía una 
relación entre los niveles de SOCS3 y la expresión en superficie de estas proteínas fundamentales 
para que los eosinófilos interaccionen con el endotelio vascular y se extravasen a las zonas de 
inflamación. Para ello, los eosinófilos se estimularon con IL-5, y se incubaron con los siguientes 
anticuerpos marcados: ICAM-1, LFA-1, VCAM-1, VLA4  e integrina-2.  
El análisis mediante citometría de flujo reveló una disminución general de la expresión de los cuatro 
marcadores de adhesión analizados en los eosinófilos tratados con el ARNsi de SOCS3 


























Sin embargo, únicamente las moléculas LFA-1 e integrina-2 experimentaron una reducción de su 
expresión en un 53 y 49 % respectivamente en los eosinófilos tratados con el ARNsi de SOCS3 
frente a los eosinófilos incubados con el control negativo de ARNsi, tras ser estimuladas ambas 

































Figura  36. Análisis de la expresión de moléculas de adhesión en eosinófilos de pacientes con asma tras el silenciamiento de 
SOCS3. Porcentajes de expresión de fluorescencia de ICAM-1 PE, LFA-1 FITC, VCAM-1 FICT, VLA4 PE e integrina-2 FITC 
obtenidos por citometría de flujo en eosinófilos purificados de sangre. Los resultados se expresan como la media obtenida de 
7 pacientes ± DE para cada estímulo ( P0,05). 
El aumento general de las moléculas implicadas en adhesión en la superficie de los eosinófilos 
procedentes de pacientes asmáticos, principalmente de LFA-1 y la integrina-2,  mediado por IL-5, 
pero también posiblemente por IL-13 y PGE2, potencia la capacidad de adhesión de éstas células. 
 
4.2.4.6.  Recuperación de la degranulación de los eosinófilos con expresión reducida de SOCS3  
La degranulación de los eosinófilos en pacientes asmáticos se ve atenuada al incubarse con 
citocinas Th2 y PGE2,  a las dosis en las que la expresión de SOCS3 se induce [212]. Cuando se 
silenció la expresión de SOCS3 en los eosinófilos y se estimularon con IL-4, IL-5, IL-13 ó PGE2, en 
todos los casos, se observó  un incremento de la capacidad de degranulación medida por un 
aumento de la liberación de EPO (Figura 37).  
Los porcentajes de recuperación de la degranulación fueron de 73, 104, 108 y 41 tras la 
estimulación con, IL-4, IL-5, IL-13 y PGE2 respectivamente. El incremento de la degranulación fue 
significativamente estadístico en el caso de los eosinófilos silenciados y estimulados con IL-4, IL-5 e 
IL-13 (P0,05, figura 37). 
Estos resultados apuntan a un control de la degranulación de los eosinófilos a través de un 






Figura 37. Aumento de la degranulación en eosinófilos de pacientes asmáticos tras silenciar la expresión de SOCS3.  Los 
eosinófilos humanos purificados (tratados con ARNsi de SOCS3 o control negativo) se incubaron con IL-4, IL-5, IL-13, y 
PGE2 y a continuación se estimularon con C5a (300nM) para inducir degranulación durante 30 minutos a 37ºC. La liberación 
de EPO se determinó por fotometría. Los datos representan  la media obtenida de 8 pacientes ± DE para cada estímulo 
(P0,05). 
4.2.4.7. Evaluación de las vías de señalización JAK/STAT y Ras/ERK  
SOCS3 ejerce su función principalmente inhibiendo la actividad de los intermediarios que 
constituyen las vías de señalización. Consecuentemente, se quiso evaluar el estado de fosforilación 
de STAT3 y ERK, componentes de las vías de transducción de señales JAK/STAT y MAPK/ERK 
respectivamente, en los eosinófilos purificados de pacientes asmáticos tratados o no con el ARNsi 
de SOCS3 (Figura 38).  
 
Como se observa en la figura 38.A, el silenciamiento de SOCS3 aumenta la fosforilación del 
transductor STAT3 en los eosinófilos, manteniéndose intactos los niveles de STAT3 sin fosforilar.  
En cambio, en los eosinófilos incubados con el ARNsi de SOCS3 no se modificó el estado de 
fosforilación de ninguna de los isoformas de ERK: ERK1 y ERK2, en relación con los eosinófilos 
tratados con el ARNsi  control negativo (Figura 38.B). 
 
Estos datos indican a un control de SOCS3 de la activación de la ruta JAK/STAT, pero no de la ruta 








































































Figura 38. Activación de las vías JAK/STAT y RAS/ERK. Western blot de pSTAT3 y STAT3 (A) y pERK y ERK(C), procedente 
de lisados de eosinófilos purificados tratados con ARNsi de SOCS3 o control negativo de silenciamiento durante 48 horas y 
estimulados posteriormente con IL-5 durante 1 hora y las respectivas cuantificaciones tras la densitometría de las bandas de 
pSTAT3/STAT3 (B) y pERK/ERK (D). Los datos representan  la media obtenida de 3 pacientes ± DE para cada estímulo 
(P0,05). 
 
En resumen, los resultados obtenidos en eosinófilos de pacientes asmáticos in vitro relacionan de 
forma directa a SOCS3 con una serie de funciones muy importantes durante la vida del eosinófilo 
como la migración, la adhesión y la degranulación. Además, su expresión favorece la transcripción 
del factor principal en la polarización de la respuesta inmune Th2: GATA-3, así como la expresión de 
factores fundamentalmente reguladores como son FOXP3 e IL-10.  Todo ello apunta hacia la 
importancia de la expresión de SOCS3 en la patología asmática orquestada en aquéllos fenotipos 
altamente Th2 y eosinofílicos.  
 
4.3. TERAPIA INTRANASAL DE SILENCIAMIENTO GÉNICO DE SOCS3 EN UN MODELO ANIMAL 
DE ASMA CRÓNICA  
Los elevados niveles de SOCS3 encontrados en el asma y otras patologías Th2, relacionados 
directamente con la modulación de la actividad de diversas células inmunes que participan en la 
respuesta Th2, entre las que se encuentran los eosinófilos, perfilan a SOCS3 como una potencial 
diana terapéutica para el tratamiento del asma crónica. Para ello, se lleva a cabo  un nuevo modelo 
animal de asma crónica en el que mediante la técnica de silenciamiento génico a través de la  







CONTROL 24 h 48 h
4.3.1. LOCALIZACIÓN PULMONAR DEL ARNSI TRAS SU INSTILACIÓN INTRANASAL EN RATONES 
Antes de comenzar la terapia de silenciamiento de SOCS3, fue necesario evaluar la capacidad del 
ARNsi para llegar íntegro al pulmón de los ratones. Se administró intranasalmente un ARNsi control 
(específico para el ARNm del endógeno ciclofilina B) conjugado con un fluoróforo (rodamina) para 
poder rastrearlo mediante microscopía de fluorescencia, en ausencia de vehículo. La fluorescencia 
se detectó mediante un microscopio confocal a una longitud de onda de 547 nm.  
En la figura 39 se observa en los cortes de pulmón, una intensa fluorescencia localizada 
principalmente en las regiones de epitelo peribronquial de los pulmones, tanto a las 24 como a las 
48 horas de ser instilado el ARN silente a la dosis de 2 µM. En cambio, en los ratones que no habían 
recibido el ARNsi marcado, no se aprecia fluorescencia específica en ninguna región pulmonar.  
De estos resultados se concluye que el ARNsi “desnudo” administrado intranalmente es capaz de 











Figura 39. Detección en pulmones de ratón de ARNsi control marcado con Rodamina administrado intranasalmente, mediante 
microcopía confocal. (1) Pulmón de ratón a las 48 h de recibir intranasalmente agua destilada. Imágenes de pulmones a las 
24 h (2 y 4) y a las 48 h (3 y 5) de la administración del ARNsi del gen de la ciclofilina B (2 M), marcado con rodamina.   
4.3.2. INHIBICIÓN DE SOCS3 EN LOS PULMONES MEDIANTE LA TERAPIA DE SILENCIAMIENTO GÉNICO 
El silenciamiento génico de SOCS3 se realiza en ratones a los que se les ha inducido asma alérgica 
crónica mediante la sensibilización al antígeno OVA, según se detalla en el capítulo de resultados en 
el apartado 3.1.2. En total los ratones recibieron 10 dosis del ARNsi de SOCS3 o bien del ARNsi 




La expresión de SOCS3 se analizó en los pulmones de los ratones tanto a nivel génico como 
proteico por PCR cuantitativa y western blot en los diferentes grupos del modelo (Figura 40).  
En la figura 40.A, se observa la inhibición de la expresión génica de SOCS3 en los pulmones del 
grupo de ratones que habían recibido el ARNsi de SOCS3 respecto a la detectada en los dos grupos 
sensibilizados a OVA sin recibir la terapia de silenciamiento específica. En comparación con el  
grupo OVA la reducción de la expresión de SOCS3 en el grupo de ratones tratados con ARNsi fue 
de un 38,8%; mientras que si se comparaba la expresión de SOCS3 en el grupo OVA tratado con el 
ARNsi de SOCS3 con los ratones del grupo OVA ARNsi C-  la disminución de la expresión de 
SOCS3 tras el silenciamiento génico era de un 48 %, alcanzando significación estadística (P0,05).  
El análisis de expresión proteica de SOCS3 en los diferentes grupos, concuerda con los resultados 
obtenidos en la evaluación de los niveles de ARN mensajero (Figura 40.B). La inhibición de la 
expresión de SOCS3 en los ratones tratados con el ARNsi de SOCS3, contrasta con el aumento de 
dicha expresión que tiene lugar en los grupos asmáticos OVA y OVA ARNsi C-, estableciéndose 
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Figura 40. Expresión de SOCS3 en pulmón de los cuatro grupos  del modelo de asma crónica. A. Niveles de ARNm de 
SOCS3 determinados por PCR cuantitativa. Se observa una disminución de la expresión génica de SOCS3 en el grupo OVA 
ARNsi SOCS3, P 0.05. B. Western blot de SOCS3 de los diferentes grupos de ratones. El panel inferior, corresponde a la 
detección de -actina en las mismas muestras. C. Cuantificación por densitometría de las bandas de SOCS3. Se observan 
una reducción de la expresión estadísticamente significativa en el grupo OVA ARNsi SOCS3 en comparación con el grupo 




Además, tanto los niveles de ARNm (Figura 40.A) como de proteína (Figura 40.B y C) de SOCS3 del 
grupo de ratones que habían recibido la terapia silente presentaron niveles muy similares a los del 
grupo control salino, indicando un restablecimiento de la abundancia natural de SOCS3. 
Una vez comprobada la reducción de la expresión de SOCS3 en las vías respiratorias, se quiso 
determinar si el silenciamiento de este gen afectaba a SOCS1, otro miembro de la misma familia de 
supresores de la señalización de citocinas con que SOCS3 comparte un alto grado de homología de 
secuencia (Figura 41).  
Los niveles de ARN mensajero de SOCS1 de pulmones procedentes de cada grupo de 
experimentación, no sufrieron ninguna modificación significativa, como se observa  en la figura 41, 
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Figura 41. Análisis de la expresión de SOCS1 en pulmón tras el silenciamiento de SOCS3 en el modelo animal de asma 
crónica mediante PCR cuantitativa.  Los niveles de ARNm de SOCS1 en pulmón obtenidos  se expresan como media ± DE y 
representan la expresión génica relativa determinada por el método del CT de cada grupo de experimentación. No existen 
diferencias significativas. 
Para evaluar si la terapia de silenciamiento tenía un alcance exclusivamente en la región pulmonar o 
si ejercía su efecto a nivel sistémico, se evaluó si la expresión de SOCS3 se había alterado 
significativamente en otros órganos. Se realizaron PCRs cuantitativas de este supresor en hígado y 
bazo. Como se muestra en las figuras 42. A y B, la expresión génica de SOCS3 no experimentó 
cambios relevantes en ninguno de estos dos órganos estudiados y además, era menor que la 
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Figura  42. Determinación de la expresión de SOCS3 en otros órganos tras la terapia de silenciamiento génico por PCR 
cuantitativa. Niveles de ARNm  de SOCS3 en hígado (A) y bazo (B). Los valores se expresan como media ± DE y 
representan la expresión génica relativa determinada por el método del CT de cada grupo de experimentación. No existen 
diferencias significativas en ningún caso. 
4.3.3. EFECTO DEL SILENCIAMIENTO GÉNICO DE SOCS3 EN LA FUNCIÓN PULMONAR 
El estudio de la función pulmonar se realizó 24 horas antes del sacrificio animal y por tanto, de la 
finalización del modelo mediante pletismografía. 
El sistema de pletismografía corporal total sirve para medir la hiperrespuesta de las vías aéreas. El 
parámetro “Penh”, mide los cambios de presión pulmonar en las vías respiratorias del ratón tras la 
administración de dosis crecientes de metacolina, que a su vez refleja el grado de obstrucción de la 
vía respiratoria del animal. Este parámetro es uno de los indicadores de la existencia de la 
enfermedad asmática y se correlaciona con la gravedad de la misma. 
Los datos representados en la figura 43, indican que los ratones que habían recibido el ARNsi de 
SOCS3, presentan valores de hiperreactividad bronquial significativamente reducidos, muy similares 
a los valores normales reflejados en el grupo control negativo (grupo SS), en comparación con los 
ratones del grupo OVA y los que reciben el ARNsi inespecífico (OVA/OVA ARNsi C- versus OVA 
ARNsi SOCS3, P0,05 para las dosis de metacolina de 6, 12 y 24 mg/ml).  
Estos resultados apuntan a un efecto protector del silenciamiento de SOCS3 en los pulmones de los 
ratones tratados, frente a las alteraciones funcionales que se producen como consecuencia de la 




Figura 43. Hiperrespuesta bronquial a metacolina. Los ratones que recibieron la terapia con el ARNsi de SOCS3 desarrollan 
una respuesta a metacolina menor que los tratados con la secuencia aletoria de ARNsi o los asmáticos no tratados. Los 
valores se expresan como media ± DE en cada una de las diferentes concentraciones de metacolina. (P 0,05) 
4.3.4. ANÁLISIS DE LA ESTRUCTURA PULMONAR POR TOMOGRAFÍA COMPUTARIZADA  
La técnica de tomografía computarizada (TC) permite visualizar in vivo áreas en las que aumenta o 
disminuye el coeficiente de atenuación del haz de rayos, medido como Unidades Hounsfield (UH).  
Las UH por lo tanto aportan una idea de la densidad de la región analizada. En el asma, una de las 
características principales es la elevada secreción de moco, por parte de las células caliciformes, 
que se va a acumular en las vías respiratorias produciendo obstrucción.  
Se obtuvieron imágenes de TC de cuatro ratones de cada grupo de estudio. En la figura 44, aparece 
una imagen representativa de un ratón de cada grupo. Se detectó un aumento de UH en los grupos 
OVA y OVA ARNsi C-, representado por un incremento de las áreas blanquecinas como se señala 
con flechas blancas en las imágenes 2 y 3. Dicho aumento de densidad es debido principalmente a 
la presencia de fluidos como el moco, que van a reducir el espacio aéreo pulmonar. En cambio, en 
los ratones tratados con el ARNsi de SOCS3 las UH se redujeron 2,7 veces en comparación con los 











































Figura 44. Tomografía computarizada de pulmón. Imágenes de micro-TC en posición axial de un pulmón representativo de 
cada grupo de experimentación (n=4/grupo). Las zonas hiperdensas (señaladas con flecha) corresponden a tejido con mayor 
presencia de fluidos. 1: SS; 2: OVA; 3: OVA ARNsi C-; 4: OVA ARNsi SOCS3. 
4.3.5. VISUALIZACIÓN DE LA INFLAMACIÓN PULMONAR POR TOMOGRAFÍA DE FLUORESCENCIA MOLECULAR 
La inyección intravenosa del agente ProSense 680 nm permite detectar inflamación pulmonar 
gracias a la liberación de catepsinas al espacio extracelular que cortan y activan la fluorescencia de 
la sonda. Las imágenes tridimensionales obtenidas con el tomógrafo de fluorescencia molecular de 
los ratones del grupo OVA, y las del grupo OVA que recibían el ARNsi C- (Figura 45.A), presentan 
un patrón de expresión de fluorescencia en pulmón, representada en color azul, muy similar.  
En cambio, en los ratones tratados con el ARNsi de SOCS3 se detectó menos fluorescencia en la 
región pulmonar indicando una disminución de la inflamación en los pulmones.  
La cantidad de fluorescencia detectada de la sonda ProSense 680 se duplica en los pulmones de los 
ratones OVA y los OVA sin tratamiento de silenciamiento específico (174±10 y 187±26 pmol/pulmón, 
respectivamente), en comparación con los ratones del grupo salino (76±41 pmol/pulmón, P0,05).  
El silenciamiento de SOCS3 en los ratones asmáticos dio lugar a una reducción de la cantidad de 
agente fluorescente activable por proteasas, en relación con el detectado en los otros dos grupos de 
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Figura 45. Medida de la inflamación por tomografía molecular de fluorescencia. A. Imágenes representativas de un ratón de 
cada grupo de experimentación: 1, SS; 2, OVA; 3, OVA+ ARNsi C-; 4, OVA+ ARNsi SOCS3 obtenidas por TMF tridimensional 
(la región de interés aparece recuadrada). B.Cuantificación de la inflamación pulmonar  por TMF tridimensional, expresada 
como picomoles totales ± DE de la sonda fluorescente ProSense 680 dentro de cada región pulmonar dibujada, en 4 ratones 
de cada grupo de estudio ( P0,01). 
 
4.3.6. REDUCCIÓN DEL INFILTRADO CELULAR INFLAMATORIO EN LOS LAVADOS BRONCOALVEOLARES  
Una de las características principales al inducir la sensibilización en las vías aéreas con OVA, es el 
aumento del infiltrado celular inflamatorio en el parénquima pulmonar. Con el propósito de analizar el 
efecto de la administración de la terapia de silenciamiento de SOCS3, en el contexto de la infiltración 
celular en el tejido pulmonar, se realizó el recuento del número de células totales en los lavados 
broncoalveolares (LBAs) y posteriormente, se analizaron las poblaciones leucocitarias por citometría 
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Figura 46. Cantidad de células totales y porcentajes de subpoblaciones  leucocitarias en los lavados broncoalveolares (LBAs) 
A. Contajes totales de células en LBA. B. Análisis de subpoblaciones leucocitarias por citometría de flujo. Los valores se 
representan como media ± D.E. ( P0,001,  P0,05). 
Como se observa en la figura 46.A, el tratamiento con ARNsi de SOCS3 reduce significativamente el 
número total de células presente en los LBAs (11,8x 105±7,1 células), en comparación con los 
ratones sensibilizados a OVA y los OVA ARNsi C- (59,6x105 ± 35,1 y 77,8x105 ± 46,2 células 
respectivamente,  P 0,001). Es más, la cantidad total de células en los LBAs de los ratones que 
habían recibido la terapia de silenciamiento génico de SOCS3 era prácticamente igual a la obtenida  
en los LBAs del grupo control de ratones (11,8x105 ± 7,1 vs 11 x105 ± 9,5 células, respectivamente). 
El análisis del porcentaje de las subpoblaciones leucocitarias por citometría de flujo se muestra en la 
figura 46.B. La administración del ARNsi de SOCS3 altera el perfil celular, dando lugar a un 
reducción significativa (41 % disminución) de los eosinófilos en el fluido broncoalveolar (P 0,05). En 
las restantes poblaciones leucocitarias estudiadas (neutrófilos, linfocitos T y linfocitos B), no se 
detectó ningún cambio significativo entre los diferentes grupos que conforman el estudio. 
Estos resultados indican que, en el lavado broncoalveolar, la terapia de silenciamiento de SOCS3 







4.3.7. EXAMEN HISTOPATOLÓGICO EN LOS PULMONES DE LOS RATONES  
4.3.7.1. Infiltrado inflamatorio 
Con objeto de conocer el entramado inflamatorio y su localización pulmonar, así como el daño tisular 
derivado de su presencia, se analizaron los cortes de tejido pulmonar mediante la tinción de 
hematoxilina-eosina en los distintos grupos de estudio (Figura 47).  
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Figura 47. Análisis de la infiltración celular en el pulmón mediante tinción con HE. Se observa una gran cantidad de infiltrado 
celular en el parénquima pulmonar de los ratones de los grupos OVA y OVA ARNsi C- (B y C) frente a los ratones de los 
grupos SS y OVA ARNsi SOCS3 (A y D). E. Cuantificación de los infiltrados, se representa la media ± D.E. ( P0,05). 
Aumento de imágenes x200. 
Las repetidas exposiciones al alérgeno de los grupos OVA y OVA ARNsi C- dieron lugar a una 
elevada presencia de infiltrados inflamatorios que se localizaron principalmente en las regiones 
perivasculares y peribronquiales de los pulmones (Figura  47.B y C). 
En cambio, en los ratones del grupo tratado con el ARNsi de SOCS3, la presencia de infiltrados se 
ve reducida un 52 y un 34% en comparación con los grupos OVA ARNsi control negativo y OVA, 
respectivamente (P0,05, figura 47.E), según la cuantificación semiautomática llevada a cabo con el 
programa Image J.  
En el grupo control negativo (grupo SS) no se observaron células infiltradas en ninguna de las 






4.3.7.2. Fibrosis pulmonar 
El proceso de remodelado, es generado por una excesiva reparación de las vías respiratorias tras 
repetidos ataques asmáticos, aumentándose los depósitos de proteínas de la matriz extracelular 
(MEC), principalmente colágeno, en la membrana basal reticular y en la submucosa bronquial.  
La tinción tricómica de Masson permite visualizar en color azul-verdoso, los depósitos subepiteliales 
de proteínas de la matriz extracelular, principalmente de colágeno. 
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Figura 48. Tinción de cortes histológicos con la técnica Tricrómica de Masson. La presencia de depósitos subepiteliales de 
proteínas (color verde) es abundante en el tejido pulmonar  de los ratones de los grupos OVA y OVA ARNsi C- (paneles B y 
C). Estos depósitos aparecen reducidos en el grupo OVA ARNsi SOCS3 (D) y en los ratones SS (A). Aumento de imágenes 
x200. 
 
La presencia de depósitos de proteínas de matriz se redujo en el grupo de ratones que habían 
recibido el tratamiento con el ARN silente de SOCS3, como se muestra en la figura 48.D, 
asemejándose a la arquitectura bronquial correspondiente al grupo de ratones sanos (Figura 48.A). 
En la histología pulmonar de estos dos grupos, se aprecia una delgada y conservada red de fibras 
elásticas con función estructural y de sostén, con capacidad de provocar la retracción elástica del 
pulmón en la espiración. 
En cambio, en los cortes histológicos pulmonares de los grupos OVA y OVA ARNsi C-, se pone de 
manifiesto un engrosamiento del tejido conectivo bronquial y de las regiones perivasculares como 
consecuencia de la cronificación de proceso asmático, como se observa en las imágenes B y C de 
la figura 48, respectivamente. 
4.3.7.3. Producción de moco 
El remodelado pulmonar tiene lugar a medida que la enfermedad asmática se cronifica. Una de las 
características evaluables durante este proceso es la hiperplasia y la hipersecreción de las células 
productoras de moco en el pulmón. Estas células caliciformes que forman parte del epitelio 
bronquiolar y de las glándulas presentes en el tejido conectivo de los bronquios, secretan moco que 
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Figura 49. Producción de moco e hiperplasia de las células mucosas en las vías aéreas mediante la tinción PAS/Alcian Blue. 
En los ratones tratados con el ARNsi de SOCS3 no se observa prácticamente ninguna célula PAS positiva (D), igual que en el 
grupo SS (A). En cambio, en los grupos OVA y OVA ARNsi C- (B y C) presentan gran cantidad de células productoras de 
moco. Aumento de las imágenes x200. 
 
 
Las imágenes indican un aumento de las células mucosas, PAS positivas en azul oscuro, en los 
cortes histológicos de los ratones asmáticos no tratados y los que han recibido el ARNsi C- (Figuras 
49.B y C).  
En cambio, en los ratones tratados con el ARNsi de SOCS3 (Figura 49.D), se observa escasa 
secreción mucosa y ausencia de hiperplasia celular o engrosamiento epitelial, mostrando un aspecto 
morfológico similar al de los pulmones de los ratones del grupo SS (Figura 49.A). 
4.3.8. LA RESPUESTA HUMORAL NO SE ALTERA EN LOS RATONES CON ASMA CRÓNICA TRAS RECIBIR EL 
TRATAMIENTO CON ARNSI DE SOCS3 
Con el fin de analizar si la terapia de silenciamiento de SOCS3 ejerce alguna modificación en los 
niveles de IgE total e IgE específica frente al alérgeno se valoró, mediante la técnica de ELISA, la 
IgE de los sueros de los distintos grupos de ratones (Tabla 11). 
Los ratones de los diferentes grupos sensibilizados a OVA tenían elevados los niveles de  IgE total, 
cuyos niveles no se modificaron tras la terapia, como se observa en la tabla 11. En cambio, la 
medida de la IgE específica frente al antígeno OVA fue menor en el grupo que recibió el tratamiento 
con el ARNsi de SOCS3 (0,08  0,07) en comparación con los otros dos grupos sensibilizados a 
OVA (OVA: 0,12  0,1 y OVA ARNsi C-: 0,18  0,13) aunque la diferencia no es estadísticamente 
significativa.  
Los niveles detectados tanto de IgE total como específica frente al antígeno en el grupo control 
negativo (grupo SS), son inferiores con respecto a los del resto de los grupos de estudio. Este 







 II iIgE específica OVA (DO)1  
 IgG1 IgG2 IgE IgE total (ng/ml) 
SS 0,05  0,042 0,05  0,03 0,06  0,02 60,2  67,1 
OVA 0,41  0,16 0,34  0,22 0,12  0,1 130  25,6 
OVA + ARNsi C- 0,49  0,24 0,26  0,24 0,18  0,13 156,1  58,5 
OVA + ARNsi SOCS3 0,51  0,28 0,32  0,28 0,08  0,07 150,3  3,3 
 
Tabla 11. Determinación de la IgE total y de las inmunoglobulinas IgE, IgG1 e IgG2  
específicas frente a ovalbúmina en el suero  de  los ratones. 1Valores de Ig representados  
como media  DE de los diferentes gruposde ratones;  2P0,05 del grupo SS respeto a los grupos OVA,  
OVA ARNsi C- y OVA ARNsi SOCS3.                                                                                                          
 
También se midió la producción de IgG1 e IgG2 específicas frente al antígeno OVA, que no varió 
entre los diferentes grupos de estudio (Tabla 11). De todo ello  se deduce que el tratamiento con 
ARNsi de SOCS3, no altera significativamente la respuesta humoral generada frente a la 
ovoalbúmina. 
4.3.9. EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE SOCS3 EN EL PERFIL DE EXPRESIÓN DE CITOCINAS EN EL PULMÓN 
La respuesta alérgica es orquestada, en parte, por las citocinas inflamatorias que liberan las células 
activadas en las vías aéreas. Por ello, se analizaron los niveles de citocinas en los pulmones de los 
ratones de los diferentes grupos de estudio, mediante PCR cuantitativa. 
Como se observa en la figura 50, los niveles de ARNm de IL-4, IL-5 e IL-13, todas ellas citocinas 
Th2, se encontraron elevados en el grupo de ratones a los que se les indujo asma (P0,05, Figura 
50.A, B y C).  
La administración del ARNsi de SOCS3 ocasionó una disminución significativa de los niveles del 
ARNm de estas tres citocinas, en comparación con los niveles alcanzados en los grupos 
sensibilizados a OVA sin recibir la terapia específica de silenciamiento génico (Figura 50.A, B y C, 
P0,05).  En general se obtuvo una reducción de 15 veces menos de expresión relativa de ARNm  
en el grupo OVA ARNsi de SOCS3 en comparación con los otros dos grupos OVA para cualquiera 
de las tres citocinas medidas, con excepción de los grupos OVA ARNsi C- y OVA, en los cuales,  los 
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Figura 50. Efecto de la terapia con ARNsi de SOCS3 en la expresión génica de citocinas Th2 en pulmón de ratones con asma 
crónica inducida. Los niveles de expresión de ARNm de IL-4 (A), IL-13 (B) e IL-5 (C), se midieron por PCR cuantitativa. Los 
resultados muestran la expresión génica relativa representados como la media de cada grupo ± DE. (P0.05). 
El IFN es otro de los factores implicados en la enfermedad asmática que participa en la regulación 
del eje Th1/Th2. Los niveles de ARNm de IFN en pulmón se encontraron elevados en todos los 
grupos sensibilizados a OVA, sin importar el tratamiento recibido, en comparación con el grupo 


































OVA +  ARNsi C-
OVA +  ARNsi SOCS3
 
Figura 51. Efecto de la terapia con ARNsi de SOCS3 en la expresión génica de  INF en pulmón de ratones con asma crónica 
inducida. Los niveles de expresión de ARNm de INF se midieron por PCR cuantitativa. Los resultados muestran la expresión 
génica relativa representados como la media de cada grupo ± DE.  
Por último, se evaluó si el tratamiento con el ARN de silenciamiento modificaba el eje regulador. Se 
midieron por tanto, dos de las citocinas más características que conforman dicho eje: IL-10 e IL-17A 





En el grupo de ratones tratados con el ARNsi de SOCS3, la expresión génica de IL-10, se 
incrementó hasta 10 veces más en comparación con el grupo OVA como se observa en la figura 
52.A  (P0,05). En los ratones que recibieron el ARNsi control negativo, los niveles de ARNm de IL-
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Figura 52. Efecto de la terapia con ARNsi de SOCS3 en la expresión génica de citocinas reguladoras en pulmón de ratones 
con asma crónica inducida. Los niveles de expresión de ARNm IL-10 (A) y IL-17A (B), se midieron por PCR cuantitativa. Los 
resultados muestran la expresión génica relativa representados como la media de cada grupo ± D.E. ( P0.05). 
En cambio, los niveles de ARNm de IL-17A mostraron un comportamiento antagónico a los de IL-10. 
En los ratones que habían recibido la terapia con el ARNsi de SOCS3, la expresión génica de IL-17A 
se redujo en comparación con el grupo OVA (Figura 52.B P0,05) que presentaban unos niveles de 
expresión, 10 veces superiores a los del grupo salino. En el caso del grupo de ratones tratados con 
el ARNsi C-, la expresión de IL-17A fue similar a la de los ratones con el silenciamiento de SOCS3, 
sin alcanzar diferencias significativas entre ambos grupos. 
En resumen, la expresión génica de las citocinas IL-5, IL-13, IL-4 e IL-17A se encuentra disminuida 
en los pulmones de los ratones a los que se les administró el ARNsi de SOCS3, mientras que los 
niveles de la citocina IL-10 están aumentados. 
4.3.10. EL TRATAMIENTO CON ARNSI DE SOCS3 INHIBE LA FOSFORILACIÓN DE STAT3 
La ruta de señalización JAK-STAT se encuentra activada en exceso en el asma crónica, debido a la 
gran concentración de citocinas y factores inflamatorios y a la desregulación de la expresión de 
SOSC3 en esta enfermedad. Por ello, se midió el estado de fosforilación de STAT3, uno de los 
componentes de la ruta, en los pulmones de los ratones de los diferentes grupos, mediante la 
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Figura 53. Evaluación del estado de fosforilación de STAT3 en el modelo de asma crónica. A. Western blot representativo de 
fosfo-STAT3 y STAT3 de lisados de pulmón de un ratón de cada grupo de experimentación. B. La expresión de fosfo-STAT3 
fue normalizada con la expresión total de STAT3 y cuantificada por densitometría, las barras representan la media de cada 
grupo ±D.E. (P0.01). 
 
Como se observa en la figura 53.A, la fosforilación de STAT3 está aumentada en los pulmones de 
los ratones de los grupos OVA y OVA que recibieron el ARNsi control negativo. En cambio, en los 
ratones tratados con el ARNsi de SOCS3, la banda perteneciente a la proteína STAT3 fosforilada se 
encuentra muy atenuada, mientras que en el grupo de ratones control (SS) es casi inexistente.  
La densitometría de las bandas proteicas (Figura 53.B), corroboró los datos visuales, estableciendo 
diferencias significativas entre los grupos asmáticos OVA y OVA ARNsi C-, y el grupo OVA ARNsi 
de SOCS3 (P0,001). 
4.3.11. LA ACTIVACIÓN DE LA VÍA RHOA/RHO KINASA SE MODIFICA TRAS LA TERAPIA CON ARNSI DE SOCS3 
La vía de RhoA/Rho-kinasa está directamente implicada en asma, promoviendo bronconstricción, 
remodelado de las vías aéreas e inflamación pulmonar. En el modelo animal, la expresión proteica 
de RhoA y la isoforma enzimática ROCK-2 se incrementaron en los grupos de ratones OVA y OVA 
ARNsi C- (Figura 54.A).  
De la misma manera, la expresión de estos dos componentes de la vía se vio reducida en el grupo 
de ratones que habían recibido la terapia con ARN silente de SOCS3.  
Los niveles de expresión proteicos fueron normalizados frente a la expresión de β-actina y 
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Figura 54. Análisis de la vía de señalización de la RhoA-ROCkinasa en el modelo de asma crónica. A. Western blot de 
ROCK-2, RhoA y -actina de lisados de pulmón de un ratón representativo de cada grupo. Cuantificación por densitometría 
de la expresión proteica de ROCK-2 (B) y RhoA (C). Las barras representan la media de cada grupo ±D.E. (P0.01). 
 
4.3.12. MODIFICACIÓN DEL PERFIL DE EXPRESIÓN DE MICRO ARNS EN PULMÓN TRAS EL SILENCIAMIENTO DE 
SOCS3 
Los micro ARN (ARNmi) participan activamente en la regulación de la expresión génica. La 
manifestación de cualquiera de los fenotipos asmáticos necesita de una compleja interacción entre 
la predisposición genética y múltiples factores ambientales posiblemente regulada principalmente 
por la epigenética. Los ARNmi, gracias a su capacidad de activar diversos factores de transcripción, 
son uno de los mecanismos epigenéticos más importantes ya que participan activamente en la 
regulación de la expresión génica.  
 
Por lo tanto, se quiso evaluar mediante la técnica de microarray si el tratamiento con ARNsi de 
SOCS3, producía una variación en la expresión de los microARNs en los pulmones de los ratones 
sensibilizados a OVA.  
 
El análisis del perfil de expresión de ARNmi en el modelo de asma alérgica crónica como 
consecuencia del silenciamiento de SOCS3 en los pulmones generó una lista de determinados 





En la tabla 12  se muestran los ARNmi cuya expresión se encontró alterada tras la terapia de 
silenciamiento de SOCS3. Los grupos OVA y OVA ARNsi C- se unificaron en un mismo grupo para 
facilitar el análisis. 
 
Un total de 25 microARN disminuyeron su expresión en el grupo de ratones que habían recibido la 
terapia con ARNsi de SOCS3 (tabla 12, primera columna), mientras que 11 microARN aumentaron 
su expresión tras el tratamiento en comparación con el grupo que no había recibido terapia efectiva 
(tabla 12, segunda columna). 
 
DISMINUCIÓNa AUMENTOb 
ARNmi INV ARNmi INV 
miR-17 2,15 miR-466g 0,45 
miR-674 2,04 miR-1935 0,46 
miR-25 2,07 miR-1247 0,27 
miR-195 2,92 miR-705 0,43 
miR-497 2,04 miR-5107 0,47 
miR-199b 2,4 miR-3104 0,47 
miR-146b 2,53 miR-1224 0,48 
miR-1839 2,23 miR-130a 0,38 
miR-122 3,1 miR-1949 0,42 
miR-106b 2,66 miR-200b 0,49 
miR-152 2,59 miR-1247 0,46 
miR-10a 3,04   
miR-199a 5,8   
miR-200a 2,1   
miR-30B 2,81   
miR-199a1 2,95   
miR-126 2,26   
miR-182 2,2   
miR-184 2,37   
miR-181c 3,32   
miR let-7d-star 2,74   
miR-1964 2,11   
miR-665 2,68   
miR-3098 2,25   
miR-671 2,14   
 
Tabla 12. Lista de ARNmi modulados significativamente tras la terapia con ARNsi de SOCS3 en comparación con los grupos 
de ratones asmáticos no-tratados (P0,05), y su respectiva inducción expresada en número de veces (INV). 
aARNmi disminuídos en el grupo tratado con ARNsi de SOCS3 en comparación con los no-tratados. 






































El asma es una enfermedad cuya prevalencia y morbilidad aumentan cada año en los países 
industrializados, siendo su variabilidad una de sus señas de identidad más importantes [79]. 
Presenta una  patogénesis extraordinariamente compleja y la clasificación de los pacientes dentro 
de uno de los múltiples subfenotipos establecidos [213] no siempre es sencilla, lo origina en muchas 
ocasiones respuestas impredecibles a los tratamientos. Además, las terapias existentes disponibles 
hoy en día, están diseñadas principalmente para aliviar los síntomas, y controlar de este modo la 
enfermedad, previniendo en lo posible, el deterioro de la función pulmonar y el remodelado de las 
vías respiratorias. Estos tratamientos en ningún caso abordan la modificación de la respuesta 
inmune que en ella se produce. 
 
Dentro de los fenotipos asmáticos el más común es el de tipo Th2, caracterizado principalmente por 
presentar un componente alérgico y la presencia mayoritaria de eosinófilos en los infiltrados 
inflamatorios de las vías respiratorias, a medida que se cronifica la enfermedad [214]. Dado que el 
supresor de la señalización de citocinas 3 (SOCS3) participa activamente en la polarización de la 
respuesta inmune Th2 [215] y consecuentemente en el desarrollo y mantenimiento de este fenotipo 
asmático, en la presente tesis se ha analizado la expresión y regulación de este supresor con la 
intención de perfilar una nueva diana terapéutica para el tratamiento del asma alérgica. Además, se 
ha analizado la expresión de SOCS3 en la bronquitis eosinofílica-no asmática y la esofagitis 
eosinofílica, otras dos enfermedades típicas Th2, en las que su regulación también debería ser 
considerada para el control y remisión de las mismas. 
 
El estudio ha sido acometido en cinco fases bien definidas: 
1.  Búsqueda de la molécula candidata susceptible a erigirse como posible diana terapéutica para el 
tratamiento del asma alérgica mediante el análisis del perfil de expresión génico en pulmones de 
ratones con asma alérgica crónica y ratones con asma alérgica crónica tratados con galectina-3, un 
potente inhibidor de la IL-5. Elección y validación de la proteína SOCS3. 
2.  Estudio de la expresión de SOCS3 en asma y otras dos patologías Th2: bronquitis eosinofílica-no 
asmática y esofagitis eosinofílica. Demostración de la expresión de SOCS3 en eosinófilos humanos 
de sangre periférica. 
3.  Evaluación de la regulación de SOCS3 en eosinófilos por citocinas Th2 y PGE2. 
4. Análisis de la función de SOCS3 en los eosinófilos de pacientes asmáticos mediante su 
silenciamiento génico. 
5. Terapia de silenciamiento génico de SOCS3 mediante administración intranasal del ARNsi en un 






5.1. SOCS3 COMO POSIBLE NUEVA DIANA EN EL TRATAMIENTO DEL ASMA Y OTRAS  
ENFERMEDADES TH2 
La búsqueda de nuevos candidatos para el tratamiento del grupo de enfermedades caracterizadas 
por una polarización Th2 de la respuesta inmune, principalmente el asma, comienza con el análisis 
del patrón de expresión génica en pulmones de los ratones del modelo de asma crónica inducida por 
OVA. En un trabajo anterior, se había comprobado en este modelo, que la terapia génica con 
galectina-3 (Gal-3) producía una mejoría de los síntomas que acompañan a las reacciones 
asmáticas y evitaba la cronificación del proceso y la consecuente remodelación pulmonar al 
disminuir la expresión de IL-5 [209].  La Gal-3 es una lectina de tipo S no glicosilada perteneciente a 
la familia de proteínas que unen β-galactósidos. Presenta un dominio amino-terminal característico, 
una secuencia repetitiva rica en glicina y prolina, y un dominio carboxi-terminal que contiene el sitio 
de unión a carbohidratos. La expresión de Gal-3 es muy ubicua [216] y ha sido tradicionalmente 
relacionada en múltiples procesos inflamatorios, especialmente en los alérgicos [210, 217] gracias a 
su capacidad de interaccionar tanto con la molécula de IgE, como con los receptores de alta y baja 
afinidad para esta inmunoglobulina, FcRI y FcRII respectivamente [218, 219].  
Para desentrañar y afinar el efecto beneficioso de la terapia con Gal-3 en el modelo de asma 
alérgica crónica, se llevó a cabo un análisis de la expresión de más de 37.000 genes en muestras de 
pulmones procedentes de dos grupos diferentes de ratones (asmáticos y asmáticos tratados con el 
plásmido que codifica para el gen de la Gal-3), mediante una técnica de expresión génica masiva 
como son los microarrays, a partir de ADN complementario, permitiéndo así la identificación de 
genes que varían su expresión tras la terapia génica con Gal-3. La técnica de los microarrays es de 
uso relativamente frecuente en la actualidad para analizar genes que se expresan diferencialmente 
entre distintas condiciones, clasificar molecularmente enfermedades complejas, identificar genes 
característicos de una patología, predecir la respuesta a un determinado tratamiento o detectar 
nuevas mutaciones y polimorfismos de un único gen. Centrando la atención en la patología 
asmática, uno de los trabajos más destacados que ha empleado esta herramienta de biología 
molecular, es el llevado a cabo por Moffatt y colaboradores dentro del programa GABRIEL, en el que 
se identificaron numerosos genes de susceptibilidad entre los que se encuentran IL18R1, IL33, 
SMAD3, ORMLD3, HLA-DQ y IL2RB, [91].  
El análisis del transcriptoma a nivel pulmonar en ratones con asma crónica que se realiza en la 
presente tesis está en la misma línea de investigación, en este caso, con el objetivo de obtener un 
panel de genes directamente implicados en el desarrollo de la enfermedad asmática modificados por 
la terapia génica con Gal-3, y de este modo, avanzar en la caracterización de las moléculas 
implicadas en la enfermedad asmática. De forma que al compararse el perfil de expresión génica de 
los ratones asmáticos (OVA), con el de los ratones con asma que habían recibido  el tratamiento con 





Numerosos genes relacionados con el desarrollo pulmonar, la respuesta inflamatoria y muchos 
procesos más, presentaron un patrón de expresión alterado entre ambas condiciones (Figura 14). El 
hallazgo más importante que reveló el estudio fue la incapacidad de identificar un único gen erigido 
por encima del resto, sino que múltiples genes asociados a diferentes vías incrementaron o 
disminuyeron su expresión. Esta variabilidad observada, concuerda perfectamente con la 
complejidad intrínseca del asma, ya que es una enfermedad multigénica y multifactorial que en 
ningún caso podría estar relacionada con la modificación de un único gen. Debido a la gran cantidad 
de información recogida en los microarrays, el establecimiento de una estrategia analítica fue 
fundamental para detectar de forma precisa cambios coordinados en la expresión entre grupos 
[208]. 
El análisis de la función biológica identificó muchos procesos, como la repuesta inflamatoria, la 
activación de leucocitos y la producción de citocinas; en todos ellos, la expresión de los genes 
participantes en ellos, estaban aumentados significativamente en el grupo asmático sin tratar en 
comparación con el tratado con la Gal-3 (Tabla 6). Una de las vías cuya expresión génica se 
encontraba “enriquecida” en los ratones con asma, era la implicada en la regulación negativa de la 
respuesta inflamatoria; en la que participan, entre otros reguladores intracelulares, los miembros de 
la familia de proteínas SOCS [220]. Como se ha detallado en el capítulo de introducción; las 
proteínas SOCS regulan negativamente la señalización de las citocinas, siendo muy importantes 
para el adecuado progreso, remisión y finalización de una determinada respuesta inmune.  
La regulación ejercida con la terapia de Gal-3 sobre las proteínas SOCS aporta evidencias para 
continuar ampliando el estudio de caracterización de una nueva diana terapéutica para el 
tratamiento del asma, siendo el siguiente paso la confirmación de la reducción de la expresión de 
SOCS en los ratones tratados con la terapia génica con Gal-3. Para ello se analizaron los niveles de 
ARNm de SOCS1, SOCS3 y SOCS5 por PCR cuantitativa (Figura 15). La expresión génica de 
SOCS1 y SOCS3, pero no de SOCS5, era significativamente menor en el grupo OVA pEGFP-Gal-3 
en comparación con los ratones sensibilizados a OVA sin tratar. Estos resultados concuerdan con 
los datos  obtenidos en los pacientes con patologías Th2, en los que la expresión de SOCS5 no 
experimenta cambios significativos, ni en los eosinófilos de pacientes con asma o BENA (Figura 17), 
ni en el esófago de los individuos con EoE (Figura 19); mientras que los niveles de ARNm de  
SOCS1 y SOCS3 sí están aumentados en los pacientes con asma y EoE. En particular, el supresor 
de la señalización de citocinas 3 (SOCS3), se expresa de forma predominante en las células Th2, e 
inhibe la diferenciación a Th1 [221]. Hace unos años, varios grupos demostraron que la expresión de 
SOCS3 se correlaciona con la gravedad de ciertas patologías Th2 como el asma y la dermatitis 
[215, 222]. Dado que la terapia con Gal-3 parecía ejercer de forma directa o indirecta algún efecto 
en la transcripción de SOCS3, se confirmó mediante inmunohistoquímica la localización de este 
supresor en el tejido pulmonar (Figura 16). La expresión de SOCS3 coincidía con la acumulación de 
células inflamatorias a nivel peribronquial. El tratamiento con Gal-3 eliminaba, casi por completo, la 




del infiltrado inflamatorio, y por tanto, de células Th2 donde principalmente se expresa este 
supresor.   
 
5.2.  EXPRESIÓN DE SOCS3 EN EOSINÓFILOS DE PACIENTES CON ENFERMEDADES DE 
TIPO Th2 
En humanos, la expresión de SOCS3 en linfocitos T ha sido minuciosamente investigada [223]. 
Últimamente se han planteado estudios sobre su función en otras células distintas a los linfocitos T, 
como en macrófagos [224], células dendríticas [225] y células NKT (Natural Killer T) [226].  
Las limitaciones intrínsecas que conlleva la experimentación con cultivos primarios de eosinófilos, 
puede ser la causa de la inexistencia de trabajos, hasta la fecha, que abordasen el estudio de la 
función de SOCS3 en eosinófilos, teniendo en cuenta la importancia de este tipo celular en las 
patologías Th2; por ello, se decidió investigar el mecanismo de este supresor en los eosinófilos. 
5.2.1. EXPRESIÓN DE SOCS3 EN EOSINÓFILOS HUMANOS DE SANGRE PERIFÉRICA 
La expresión de SOCS3 en eosinófilos humanos purificados de sangre periférica ha sido analizada 
en sujetos sanos y pacientes con tres enfermedades Th2: asma, bronquitis eosinofílica-no asmática 
(BENA) y esofagitis eosinofílica (EoE). 
Los experimentos iniciales realizados a partir de eosinófilos purificados de sangre periférica de 
humanos, (Figura 18), confirman por primera vez, la capacidad de estas células de transcribir y 
expresar SOCS3 tanto a nivel génico por PCR cuantitativa (Figura 17), como a nivel proteico 
mediante inmunocitoquímica [212].  
Además, la expresión génica de SOCS3 en los eosinófilos de sangre periférica de pacientes con 
asma y BENA, caracterizadas ambas por la presencia de un importante infiltrado eosinofílico en las 
vías respiratorias, está aumentada con respecto a la detectada en los eosinófilos de los controles 
sanos; en el caso de los pacientes con BENA el aumento de expresión fue mayor (Figura 17).  
La BENA se introdujo en el estudio puesto que comparte con el asma la presencia de infiltrados 
inflamatorios eosinofílicos, característicos de las respuestas Th2. A diferencia de la enfermedad 
asmática, la BENA no cursa con obstrucción variable al flujo ni hiperrespuesta de las vías 
respiratorias (Tabla 7), posiblemente por la localización epitelial de los mastocitos en la pared 
bronquial, mientras que en los pacientes asmáticos se encuentran infiltrados en las células de 
músculo liso [227]. También, hace unos años Sastre y cols. relacionaron los elevados niveles de 
PGE2 en el esputo de enfermos con bronquitis eosinofílica, con la inhibición de la proliferación de la 
musculatura lisa, a través de los receptores EP2 y EP4 que activan a la enzima adenilato ciclasa 
encargada de la formación del AMPc, hallazgo que aportaba un nuevo mecanismo para explicar la 




En la actualidad, el diagnóstico de la BENA sigue siendo controvertido, y necesita ser confirmado 
con la determinación del número de eosinófilos en esputo en los casos en que las pruebas de 
provocación con metacolina, que corroboran la hiperreactividad bronquial, son negativas.  
5.2.2. SOCS3 EN LA ESOFAGITIS EOSINOFÍLICA 
Al igual que ocurre con la enfermedad asmática, la prevalencia de la EoE se incrementa cada día, y 
los tratamientos son apenas eficaces en los casos más graves y crónicos. En ambas, la atopia 
parece ser un fuerte rasgo a la hora de desarrollar la enfermedad, así como las características 
ambientales y el factor genético [229], por todo ello, se incluyó en el estudio con la intención de 
evaluar la expresión de SOCS, y en particular de SOCS3 como posible biomarcador, así como su 
relación con el mecanismo fisiopatológico de la enfermedad.  
Como se había demostrado que la expresión génica de SOCS3 era elevada en  los eosinófilos de 
los pacientes con asma y BENA, inicialmente se midió este supresor y otros factores en muestras de 
sangre periférica. La determinación de moléculas en periferia resulta menos invasiva para el 
paciente y se obtienen resultados con relativa rapidez. 
La medida de la expresión génica de SOCS3 en eosinófilos de sangre periférica de pacientes con 
esofagitis eosinofílica no aumentó significativamente en relación con los eosinófilos procedentes de 
los sujetos control. En esta enfermedad, a diferencia de las otras dos enfermedades Th2, la 
expresión de SOCS3 en periferia no parece modificarse, puesto que también fue analizada en 
células mononucleares sin obtener diferencias significativas (Figura 23). Además, la expresión de 
citocinas en suero tampoco presentó alteraciones destacables entre los pacientes con EoE y los 
controles (Figura 24). La ausencia de marcadores aumentados en sangre periférica en estos 
pacientes ha sido discutida en otros trabajos, entre ellos, cabe destacar el extenso análisis de 
citocinas, tanto en tejido esofágico como en sangre periférica, acometido por Blanchard y cols, en el 
que describen un perfil Th2 característico de expresión de citocinas a nivel local, pero en cambio no 
consiguen establecer una relación directa con los niveles de las mismas citocinas detectadas a nivel 
sistémico, como la IL-5 y la IL-13 [139].  
En cambio cuando se analizaron los niveles de ARNm de SOCS1 y SOCS3 en las biopsias de 
esófago por PCR cuantitativa (Figura 19), se observó un aumento de la expresión génica de ambos 
y estos niveles transcripcionales de SOCS1 y SOCS3, se correlacionaron positivamente con la 
eosinofilia tanto esofágica como periférica en los pacientes con EoE (r=0,41, P0,05 y r=0,46, 
P0,005, respectivamente; correlación de Spearman). 
Estos resultados centraron el estudio exclusivamente en el tejido diana, descartando la búsqueda de 
aspectos diferenciales entre los dos grupos de pacientes en sangre periférica.  
En la población analizada (Tabla 8), el ratio hombres/mujeres es superior al descrito en la literatura, 




población con EoE es atópica, y más de un 80% de los pacientes sufre otra enfermedad alérgica, 
concordando con las descripciones hechas en otras cohortes [231].  
Este hecho, confirma la clasificación de esta enfermedad como patología condicionada por un 
fenotipo Th2, detectándose un aumento en los niveles de ARNm en las biopsias de esófago de 
factores partícipes en la generación y/o mantenimiento de dicho estado, como son IL-5, IL-13, CCR3 
y eotaxina-3 (Figura 20) [141, 232].  
La eotaxina-3, junto con la IL-5, es uno de los genes más expresados en la EoE, y son las propias 
células epiteliales, la principal fuente de este quimioatrayente en el esófago. Por otro lado, la IL-5 
además de regular la eosinofilia esofágica [233-235], desempeña una función esencial en el 
remodelado del esófago [236]. En un trabajo publicado recientemente, se obtenían los mismos 
resultados mediante el estudio del perfil de expresión de citocinas en los pacientes con EoE, como 
se ha indicado con anterioridad [139]. El marcado incremento de IL-13 obtenido (10,5 veces) en las 
biopsias de los sujetos con EoE, así como su localización mediante inmunohistoquímica en las 
zonas de inflamación (Figura 21), corrobora y sigue la línea de estudios previos en los que se 
destaca la importancia de esta citocina en la EoE, como es el caso del artículo publicado por 
Blanchard y cols. en el que detectan niveles de ARNm  de IL-13 en las biopsias de esófago de los 
pacientes con EoE 16 veces superiores a los obtenidos en los sujetos sanos. Además, en el mismo 
trabajo, la estimulación de líneas celulares de esófago con IL-13 es suficiente para inducir  un 
transcriptoma muy similar al encontrado en el esófago de los pacientes con EoE, desatacándose el 
aumento de expresión de eotaxina-3 [237].  
En la esofagitis eosinofílica, los eosinófilos son una gran fuente de SOCS1 y SOCS3 y es posible 
que su expresión regule de forma directa o indirecta la patogénesis de la EoE, activando la 
producción de diferentes mediadores que a su vez actúan como moléculas efectoras. Esta hipótesis 
se sustenta en los resultados de correlación obtenidos entre la expresión de SOCS1 y SOCS3, y el 
resto de genes medidos (IL-5, eotaxina-3, CCR3 e IL-13) (Tabla 9). Además de mantener un 
fenotipo Th2, en el que las citocinas inflamatorias IL-5 e IL-13 están incrementadas, es posible que 
las proteínas SOCS 1 y 3 al elevarse, también estimulen a las células del esófago para inducir la 
secreción de quimioatrayentes, como la eotaxina-3, que a través de la señalización por la vía 
MAPK/ERK, recluta eosinófilos al esófago de los pacientes con EoE e induce su degranulación [238, 
239]. En este sentido, se ha encontrado un aumento de la expresión de ERK, tanto a nivel 
transcripcional (MAPK1) como en su estado de fosforilación (p-Erk) en las biopsias de los enfermos 
(Figura 22). La acumulación de proteína SOCS3, ya ha sido relacionada previamente con la 
activación de ERK en las líneas celulares HUVEC y COS1, procedentes de cultivos de endotelio 
vascular y fibroblastos respectivamente, a través de un aumento del AMPc, regulado por las 




Para controlar esta enfermedad crónica es común el uso de corticosteroides; además existen varios 
ensayos clínicos con anticuerpos monoclonales anti-IL-13 y anti-IL-5 [242], centrados en la mejora 
de la disfunción esofágica y la depleción de eosinófilos respectivamente.  
 
Actualmente, se están implantando protocolos que controlan la dieta en estos pacientes. Este tipo 
de dietas pueden ser de tres tipos: 
 
 Evitar alimentos específicos que generen disfunción y atragantamiento en el paciente. 
 Eliminación de seis alimentos con gran carga alergénica y reintroducirlos de forma empírica. 
 Dietas elementales basadas fórmulas de aminoácidos hipoalergénicas. 
 
Desde que los eosinófilos se asociaron con las reacciones alérgicas, los alérgenos alimentarios han 
sido propuestos como un factor instigador del desarrollo de la patogénesis de la EoE, existiendo 
múltiples estudios que sustentan esta hipótesis, siendo Kelly y cols. los que presentaron las 
primeras evidencias [243]. Se ha visto, que las dietas de eliminación de alimentos potencialmente 
alergénicos, contribuyen a una mejoría de los síntomas e incluso producen cambios a nivel 
histológico, especialmente en niños [230].  Un grupo de pacientes con EoE del presente estudio 
fueron sometidos a una dieta de eliminación de seis alimentos, provocando una mejoría en los 
síntomas de la enfermedad en un alto porcentaje de los casos. Además, en estos pacientes los 
niveles de SOCS3, pero no de SOCS1, se redujeron significativamente (Figura 25). Esta 
disminución de SOCS3 en el esófago de los pacientes con EoE apunta a una clara modulación de 
este supresor al inhibir la respuesta inmune inflamatoria, de tipo Th2. La variación de los niveles de 
SOCS3 dependiendo de la gravedad de la enfermedad, erigen a esta molécula como un posible 
biomarcador, tanto de diagnóstico como de pronóstico, en la esofagitis eosinofílica, aunque para 
confirmar estos resultados sería necesario incrementar el número de pacientes.  
 
5.2.3. REGULACIÓN DE SOCS3 EN EOSINÓFILOS 
Dejando al margen los resultados de expresión obtenidos en eosinófilos de sangre periférica de los 
pacientes con EoE, la elevada expresión de SOCS3 en los eosinófilos circulantes de los enfermos 
de BENA y asma obtenida, ha sido el origen de un amplio estudio en eosinófilos sobre la regulación 
de este supresor y su posible función.  
La expresión génica de SOCS3 en eosinófilos de sujetos sanos aumenta tras la estimulación con las 
citocinas Th2 típicas como son las IL-4, IL-5 e IL-13 (Figura 26), corroborando la importancia de 
SOCS3 en la polarización de la respuesta inmune hacia un ambiente Th2. Además, existe una 
correlación entre los niveles de expresión de SOCS3 en los eosinófilos de los pacientes con 
patologías Th2 y los niveles de IgE en suero (r=0,5, P0,05); indicando una relación entre ambos 




También fue analizado el efecto de la estimulación con IFN en la expresión de SOCS3 en 
eosinófilos purificados (Figura 27). Aunque se llega a reflejar un ligero aumento de expresión,  
tiempo y dosis dependiente, no se alcanzan diferencias significativas con los controles sin estimular.  
El IFN participa en la respuesta Th1, contrarrestando los efectos de las citocinas Th2 [244]. SOCS3 
se encuentra aumentado fundamentalmente en estas últimas y además, se ha visto que no es uno 
de los reguladores esenciales de la expresión del INF, que activa principalmente STAT1 y por lo 
tanto la respuesta es controlada por SOCS1 [245]. Aún así, en la actualidad no existe ninguna duda 
de la participación indiscutible del INF en la enfermedad asmática [246], sobre todo en los fenotipos 
de carácter no-atópico, en los que este factor se encuentra elevado en los pacientes con este 
endotipo de asma, generalmente debido a un entorno con alta carga de agentes infecciosos, como 
ocurre en las poblaciones con asma infantil de los países subdesarrollados [247]. Los elevados 
niveles de IFN atenúan las respuestas Th2 a favor del establecimiento de respuestas Th1 
mediante, entre otros, mecanismos epigenéticos como la acetilación del promotor de INFG  en 
células T CD4+ [248]. 
Otro de los factores que se ha estudiado como posible modulador de la expresión de SOCS3 ha 
sido la PGE2, uno de los principales metabolitos del tracto respiratorio inferior, producido 
mayoritariamente por el epitelio y la musculatura lisa de las vías respiratorias. La PGE2 desempeña 
funciones antágonicas en el sistema respiratorio, por un lado de broncoprotección si actúa a través 
de los receptores EP2 y EP4, y por otro, fomentando los procesos inflamatorios gracias a la 
activación de los receptores EP1 y EP3, los cuales va a participar en la polarización de la respuesta 
inmune hacia un fenotipo Th2, y consecuentemente van a contribuir al aumento de la secreción de 
interleucinas como la IL-5 y la IL-4. En eosinófilos humanos purificados de sangre periférica la PGE2 
es capaz de estimular la expresión de SOCS3 (Figura 28).  Existen varios estudios que reflejan que 
el tratamiento con PGE2, además de estimular la expresión de SOCS3 en varios tipos celulares 
como los neutrófilos y células PBMC, prolonga la estabilidad del ARNm de SOCS3 a través de un 
aumento de AMPc e IL-10, que van a actúar sinergísticamente a través de un mecanismo 
desconocido que posiblemente involucre una serie de eventos post-transcripcionales relacionados 
directamente con la acumulación de SOCS3 [249-251]. La regulación ejercida por la PGE2 sobre la 
expresión de SOCS3 quedó demostrada hace unos años por Barclay y cols. al caracterizarse el 
promotor de SOCS3 en la línea T47D de células de cáncer de mama. El promotor descrito, se activa 
gracias a la presencia de la prostaglandina PGE2 que al unirse al receptor EP4 en una acción llevada 
a cabo independientemente de las proteínas STAT, promueve la interacción de la proteína Sp1 al 
promotor, iniciándose la transcripción génica de SOCS3, sin observarse un aumento de la síntesis 
proteica del supresor, lo que favorece la acumulación de ARNm de SOCS3 [250]. 
En resumen, el aumento de la expresión de SOCS3 en eosinófilos estimulados por citocinas Th2 
como la IL-5, la IL-4 y la IL-13 y/o la prostaglandina PGE2, favorece el establecimiento de un fenotipo 
Th2 en estas células, necesario para el establecimiento del asma alérgico, protagonista de la 




En el caso de la BENA, es posible que la elevada expresión de SOCS3 en eosinófilos, esté 
íntimamente relacionada con los elevados niveles de PGE2 encontrados en las muestras de esputo 
de estos pacientes, y que desempeñe un papel clave en el mantenimiento de la eosinofilia 
característica de la enfermedad. 
5.2.4. EVALUACIÓN DE LA FUNCIÓN DE SOCS3 EN EOSINÓFILOS PURIFICADOS DE PACIENTES ASMÁTICOS 
MEDIANTE LA TÉCNICA DE SILENCIAMIENTO GÉNICO  
Tras constatar la expresión de SOCS3 en eosinófilos humanos, así como su regulación por citocinas 
Th2 y PGE2, se realizaron ensayos funcionales para analizar el papel que desempeña este supresor 
en los eosinófilos; en este caso, se utilizaron eosinófilos procedentes de pacientes asmáticos. Se 
utilizó la técnica de silenciamiento para llevar a cabo el análisis. El silenciamiento de SOCS3 en 
eosinófilos humanos permite establecer una relación directa entre la función biológica estudiada, y la 
disminución de la expresión del supresor. Existen infinidad de métodos de transfección descritos en 
la literatura para llevar a cabo el silenciamiento de un gen concreto en una célula [252]; pero los 
intentos realizados para tratar de introducir el ARNsi en los eosinófilos con ayuda de algunos 
agentes como los  lípidos catiónicos y/o electroporación, resultaron fallidos. Estos métodos son 
extremadamente ineficientes y altamente variables, aumentando la adherencia de los eosinófilos y la 
muerte celular, lo que deriva en la pérdida de muchas células y la dificultad de extrapolar los 
resultados, por lo que se descartó el uso de cualquier reactivo y/o método de transfección, 
añadiendo el pool de ARNsi específicos de SOCS3 directamente al cultivo, únicamente disueltos en 
agua bidestilada y libre de nucleasas, obteniendo resultados positivos. Goplen y cols. [202] 
demostraron que la captación del ARNsi por parte del eosinófilo se realiza de forma espontánea; 
siendo este proceso dependiente de la activación de la maquinaria de endocitosis. En la activación 
de la maquinaria endocítica  participa la proteína dinamina, que es una GTPasa, que se encarga de 
facilitar el estrangulamiento de las vesículas endocíticas para separarse de la membrana plasmática 
y constituir una vesícula independiente, que en el citoplasma celular, liberará su contenido. En este 
sentido, el silenciamiento de la proteína dinamina II en eosinófilos disminuye la internalización de 
ARNsi lo que demuestra la importancia de esta proteína en la eficacia del silenciamiento génico 
[202].  
El silenciamiento de SOCS3 obtenido en eosinófilos de pacientes asmáticos, añadiendo de forma 
directa el pool de ARNsi a los cultivos, ha sido corroborado tanto a nivel génico como proteico. La 
expresión de proteína de SOCS3 se redujo 26 veces en comparación con los eosinófilos tratados 
con el control negativo de ARNsi, mientras  que los niveles de ARNm de SOCS3  disminuyeron a la 
mitad (Figura 29). La discordancia entre el efecto a nivel génico y el obtenido a nivel proteico, es 
muy común [253, 254]. El silenciamiento génico en eosinófilos afecta drásticamente a la producción 
proteica de SOCS3, eliminándose casi por completo, debido a un posible desajuste en el proceso de 




En cambio, en el modelo animal de asma alérgica crónica, la expresión de SOCS3 tras el 
silenciamiento en los pulmones se redujo a la mitad y concordaba con los niveles de ARNm (Figura 
40), posiblemente por tratarse de una terapia más general, afectando a múltiples células de las vías 
respiratorias y no sólo a los eosinófilos. La eliminación casi completa de la expresión de SOCS3 en 
los eosinófilos ha generado resultados diferentes de los extraídos del silenciamiento parcial en el 
modelo animal, fundamentalmente relacionados con el estado de fosforilación de STAT3.  
Al suprimir la expresión de gran parte de la proteína SOCS3 presente en el citoplasma de los 
eosinófilos (Figura 29), la vía JAK/STAT permanece constitutivamente activada (Figura 38), 
aumentando el estado de fosforilación del intermediario STAT3 [255]. En cambio, en el modelo 
animal, el silenciamiento de SOCS3 consigue modular el eje de activación/supresión (Figura 53). 
Esta diferencia es debida principalmente a que en el caso del silenciamiento de los eosinófilos de 
pacientes con asma in vitro, los niveles de SOCS3 se eliminan casi completamente para evaluar la 
función del supresor; sin embargo, en los ratones, la reducción de los niveles de SOCS3 en las vías 
respiratorias tiene una finalidad terapéutica, con la intención de restaurar los niveles fisiológicos de 
SOCS3 que regulan la vía JAK/STAT. Esta supresión parcial es la alternativa terapéutica más 
adecuada, ya que la deleción genética de SOCS3 es causa directa de letalidad en el embrión debido 
a un aumento descontrolado de la activación de  STAT3 y las kinasas MAP [256, 257], por lo que se 
debe trabajar siempre con estrategias que inhiban parcialmente a este supresor, ya que la inhibición 
total tendría efectos deletéreos en nuestro modelo experimental. 
Otra de las vías en las que se ha descrito que participa SOCS3 es la vía Ras/ERK [258]. El 
silenciamiento de SOCS3 en eosinófilos purificados de sangre periférica de pacientes asmáticos no 
modifica el estado de fosforilación de ERK (Figura 38). Sin embargo, la inhibición de esta vía ha sido 
utilizada como terapia en la patología asmática debido a su implicación en la activación de la 
musculatura lisa [259-261]; además en el esófago de los pacientes con esofagitis eosinofílica, el 
aumento de expresión de SOCS3 correlaciona con los niveles de MAPK1, y la fosforilación de ERK 
está incrementada en los tejidos esofágicos afectados (Figura 22), confirmándose la activación de 
esta vía en una de las enfermedades Th2 estudiadas. En un estudio llevado a cabo en 2010 por 
Bates y cols. se describe un aumento de la activación de la vía Ras/ERK en los eosinófilos de la vías 
respiratorias en comparación con los eosinófilos de sangre periférica estimulados ambos con IL-5 y 
GM-CSF [262]. Los resultados arrojados por este trabajo, junto con los extraídos de la presente 
tesis, constatan la importancia de esta vía en los eosinófilos una vez infiltrados en el tejido diana, 
como pueden ser los pulmones o el esófago, aumentando sus funciones potencialmente efectoras 
como la migración, la adhesión y la degranulación.  Sin embargo, existen trabajos anteriores en los 
que la activación de la vía  Ras/ERK en eosinófilos de sangre periférica, se relaciona con la 
migración y la degranulación de estas células, mediante la estimulación con eotaxina o un péptido 
quimioatrayente sintético, en vez de IL-5 y GM-CSF [238, 263]. Por lo tanto, la ausencia de un 
estímulo quimiotáctico potente, parece ser la causa de la inactivación de la vía Ras/ERK en los 




En consonancia con el modelo animal de asma alérgica crónica, en los eosinófilos de los pacientes 
asmáticos interferidos con el ARNsi de SOCS3, la expresión génica de SOCS1 no se modifica 
(Figura 30).  
Los mismos resultados se obtuvieron para SOCS5, que además no varía su expresión entre 
pacientes con enfermedades Th2, como el asma y la BENA, y sujetos sanos de forma significativa 
(Figura 30 y 17 respectivamente). De este modo, es posible establecer una relación directa entre las 
modificaciones observadas, tanto en la señalización intracelular, como en la variación del perfil de 
expresión de la respuesta inmune y la alteración de diversas funciones, y el efecto de reducción de 
la expresión de SOCS3 como consecuencia del silenciamiento en los eosinófilos de los pacientes. 
5.2.4.1. La supresión de la expresión de SOCS3 modifica la respuesta inmune en los eosinófilos 
Para evaluar qué ocurre con la respuesta de los eosinófilos tras el silenciamiento de SOCS3, se 
analizaron los factores reguladores de transcripción más importantes en el establecimiento de tres 
fenotipos celulares: T-bet en el caso de células Th1, GATA-3 en la condición Th2 y FOXP3 en el 
fenotipo T regulador. De todos ellos, el único descrito con anterioridad en eosinófilos es el factor 
GATA-3 [211], pero dada la plasticidad funcional de los eosinófilos se quiso analizar además la 
expresión de T-Bet y FOXP3 para profundizar en el tipo de respuesta inmune, e inclusive, poder 
llegar a establecer fenotipos según se exprese predominantemente uno u otro, como ocurre en los 
linfocitos T [264], en los macrófagos [265] o como recientemente se ha descrito en los neutrófilos 
[266].  
En primera instancia cabe destacar que, por primera vez, se ha detectado expresión génica de los 
factores reguladores de la transcripción T-Bet y FOXP3 en eosinófilos humanos (Figura 31 y 32 
respectivamente). 
La interferencia de la expresión de SOCS3 en eosinófilos da lugar a la inhibición de la respuesta 
Th2, gracias a la reducción de la cantidad de tránscritos de GATA-3, factor transcripcional clave en 
la polarización hacia el fenotipo Th2. En cambio, el factor de transcripción máster para el 
establecimiento de un fenotipo Th1, T-bet, no ve alterados sus niveles de ARNm, tras el 
silenciamiento de SOCS3 en eosinófilos (Figura 31).  
Estos datos corroboran la importancia de SOCS3 en el mantenimiento de la polarización de la 
respuesta inmune Th2 en detrimento de las respuestas Th1 en eosinófilos, de igual modo que tiene 
lugar en los linfocitos T [244]. 
Por otro lado, tanto la expresión del factor de transcripción FOXP3, máximo influyente de la 
expresión del fenotipo regulador, así como la expresión de IL-10, citocina principalmente secretada 
como consecuencia del establecimiento de este tipo de respuesta, se ven afectadas tras el 
silenciamiento de SOCS3 en los eosinófilos humanos, reduciéndose sus niveles de ARNm (Figura 
32). En conjunto, estos resultados indican que SOCS3 ejerce un efecto modulador de la respuesta 




fenotipo Th2 y regulador. La relación existente entre SOCS3 y las respuestas Th2 es clara [212, 
215, 267]; en cambio, en la bibliografía existen trabajos que establecen diferentes efectos entre la 
expresión de SOCS3 y el establecimiento de un fenotipo regulador. Por ejemplo, en los linfocitos T, 
la reducción de la expresión de SOCS3 va asociada a un aumento de los niveles de IL-10 y CTLA-4, 
y en consecuencia a un mejor pronóstico en la resolución de la inflamación en una enfermedad 
autoinmune como la uveitis [268]. En contraste, en células dendríticas y en el líquido sinovial 
recogido de procesos artríticos, la presencia de SOCS3 se relaciona con la producción de IL-10. En 
el caso particular de la artritis gotosa aguda, el aumento de SOCS3 origina una elevación de IL-10, 
TGFβ1 y receptores del TNF solubles, colaborando a la resolución espontánea de la artritis aguda 
[171]. Por otro lado, en las células dendríticas la expresión de IL-10, gracias a la activación de 
SOCS3, genera un fenotipo regulador en estas células contribuyendo a la resolución de numerosos 
procesos [269] como la artritis [270] y la inflamación intestinal [271].  
Estos datos apoyan a los resultados obtenidos en los eosinófilos de los pacientes con asma, en los 
que la expresión de SOCS3 es fundamental para la definición del fenotipo regulador IL-10+FoxP3+, 
del mismo modo que en el modelo de asma alérgica crónica, la modulación de los niveles de 
SOCS3, da lugar a una elevación de IL-10, necesaria para que el proceso inflamatorio comience a 
remitir. 
5.2.4.2. Relación entre la expresión de SOCS3 y la modulación de diversas funciones en el 
eosinófilo 
5.2.4.2.1. Migración 
La migración de los eosinófilos hacia el foco de activación de la respuesta inflamatoria, inducida por 
la sensibilización a un determinado antígeno, se produce gracias a la integración de varias señales 
quimiotácticas. Las eotaxinas son las moléculas que participan en la regulación del tráfico 
leucocitario. Son especialmente importantes en los eosinófilos, siendo las responsables directas de 
su acumulación en los pulmones y otros órganos, tras la activación de un proceso alérgico [272, 
273]. La actividad de las eotaxinas se orquesta gracias a la expresión selectiva, principalmente en 
eosinófilos, del receptor transmembrana acoplado a proteínas G: CCR3 [274, 275], de hecho, la 
deficiencia del gen de CCR3 produce un menor reclutamiento de eosinófilos en los pulmones en 
animales sometidos a un protocolo de sensibilización con el antígeno OVA [276].  
La relación sinérgica existente entre la IL-5 y la eotaxina, potencia el aumento de la expresión y la 
agregación del receptor CCR3 [277], a la vez que reduce la tasa de internalización del mismo 
mediada por la proteína clatrina que recubre las vesículas endocíticas en el proceso de transporte 
entre membranas [278]. Una vez que el ligando, en este caso la eotaxina, se une al receptor, se 
inician una serie de eventos, como la activación del flujo de calcio y la polimerización de actina entre 
otros [279], que favorecen el tráfico del eosinófilo hacia su destino final. El silenciamiento de SOCS3 
inhibe la expresión en la superficie de los eosinófilos del receptor CCR3 (Figura 34), como indican 




presencia de IL-5 en el cultivo (Figura 33). Estos resultados demuestran la importancia de la 
expresión de SOCS3 en los eosinófilos de pacientes asmáticos como un nuevo factor implicado en 
el proceso de la migración. 
5.2.4.2.2.  Adhesión 
Los eosinófilos deben atravesar la barrera endotelial que separa el torrente sanguíneo del sitio 
inflamatorio. Los eosinófilos activados expresan en su superficie celular, una serie de moléculas de 
adhesión que les permite establecer interacciones con las células endoteliales y así, constituir el 
anclaje inicial y la subsiguiente extravasación. La eliminación casi total de la expresión de SOCS3 
en eosinófilos, provoca una pérdida de la capacidad de adhesión de estas células en presencia de 
citocinas características del ambiente inflamatorio Th2 como son la IL-5 y la IL-13 (Figura 35). En 
este sentido, la IL-5 ha sido descrita previamente como un inductor de la adhesión de los eosinófilos 
al endotelio vascular [69], mientras que la IL-13 va a participar activamente en la quimiotaxis de los 
eosinófilos, esencial para la estimulación del inicio del proceso adhesivo [280]. Por lo tanto, es 
posible que ambas citocinas ejerzan sus efectos pro-adhesivos a través de SOCS3. 
La reducción de la capacidad de adhesión de los eosinófilos también se observa tras añadir al 
cultivo PGE2 (Figura 35). Hace unos años, Sturn y cols. describieron a la PGE2 como un inhibidor del 
tráfico de eosinófilos, ejerciendo su efecto a través de los receptores EP2 [281]. Existen muchas 
líneas de investigación centradas en la importancia de los metabolitos del ácido araquidónico en 
relación con la regulación del tráfico celular [282, 283]. De hecho, la terapia con antagonistas de los 
receptores de los cisteinil-leucotrienos de tipo I reduce la eosinofilia en pulmón y es uno de los 
tratamientos aprobados para la enfermedad asmática. La estimulación con IL-4 no varía de forma 
significativa la función adhesiva de los eosinófilos, probablemente porque la función principal de esta 
citocina esté centrada en el cambio de isotipo de inmunoglobulinas y la polarización de la respuesta 
Th2, activando la transcripción de factores necesarios para su propagación. 
La interferencia de SOCS3 en los eosinófilos desencadena una reducción de la expresión de todas 
las moléculas implicadas en los procesos de adhesión analizadas (Figura 36). Además, cabe 
destacar que el silenciamiento de SOCS3 en los eosinófilos origina un marcado descenso 
particularmente en la expresión de LFA-1 y la integrina α-2, a pesar de la estimulación posterior con 
IL-5, uno de los mayores inductores de los procesos de adhesión y migración [284].  
Las integrinas son proteínas transmenbranales heterodiméricas constituidas por una subunidad α y 
otra β, cuyas funciones principales son la mediación de interacciones entre células y la adhesión 
celular a la matriz extracelular. Gracias a sus regiones citoplásmicas, las integrinas se asocian a 
múltiples proteínas encargadas de reorganizar el citoesqueleto. También participan en la 
señalización intracelular modulando el crecimiento celular y la apoptosis [285, 286]. En el estudio se 
ha evaluado la expresión en superficie de algunas de estas integrinas como son LFA-1(αLβ2), VLA-4 
(α4β1) y sus respectivos ligandos ICAM-1 y VCAM-1 pertenecientes a la superfamilia de las 




tipo I y III, ya que estas moléculas son muy importantes a la hora de direccionar a los eosinófilos 
hacia los sitios donde la inflamación alérgica tiene lugar [287-290].  
El reclutamiento de eosinófilos y su activación en el foco inflamatorio en el caso del asma alérgica se 
ha visto que está mediado principalmente por una combinación de las integrinas VLA-4 y LFA-1 
[291]; en concreto la estimulación con IL-5 y GM-CSF en eosinófilos humanos purificados de sangre 
periférica aumenta la expresión de LFA-1 y en consecuencia la adhesión y migración de estas 
células de forma inmediata tras la primera exposición alergénica [292]. La inhibición de la función de 
estas moléculas en los eosinófilos y otras células, mediante el uso de anticuerpos monoclonales 
[291] o inhibidores farmacológicos [293], ha revelado resultados prometedores como terapia frente a 
la inflamación pulmonar. Es posible que SOCS3 controle la inducción de las moléculas de adhesión 
en la superficie de los eosinófilos a través de la activación del factor NF-B [294, 295] directamente 
relacionado con el proceso de adhesión [296].  
5.2.4.2.3. Degranulación 
La liberación del contenido de los gránulos citoplasmáticos al espacio extracelular, proceso conocido 
como degranulación, es una de las funciones efectoras clave durante la vida del eosinófilo al 
alcanzar el foco inflamatorio. La degranulación más agresiva es la de tipo citolítico, en la que el 
eosinófilo vacía completamente su contenido de gránulos catiónicos pre-formados. Aunque, 
frecuentemente es un proceso más controlado el que tiene lugar, donde el eosinófilo libera sólo 
pequeñas partes del contenido de sus gránulos, manteniendo su integridad celular [297]. En el 
presente trabajo se ha inducido la degranulación total de los eosinófilos mediante la adición a los 
cultivos de la anafilotoxina C5a, integrante de la cascada del complemento. La estimulación de los 
eosinófilos con IL-4, IL-5 e IL-13 a los tiempos y dosis en los que la expresión de SOCS3 alcanzó su 
máximo, inhibe dicho proceso de degranulación citolítica [212]. En contraste, la reducción de la 
expresión de SOCS3 mediante su silenciamiento génico elimina el control ejercido por el supresor, 
lo que conduce a un drástico incremento de la degranulación tras la estimulación con las mismas 
citocinas Th2 (Figura 37). 
En conjunto, la supresión de  SOCS3 en eosinófilos de pacientes asmáticos conduce a una 
inhibición de la migración y de la adhesión, evitando la extravasación de los eosinófilos al foco 
inflamatorio; y un aumento de la degranulación citolítica, que disminuye su vida media en el torrente 
sanguíneo y las posibilidades de alcanzar el tejido diana para acometer eficazmente dicha función 
efectora.  
En la figura 55 se esquematiza la posible relación entre SOCS3 y la actividad de los eosinófilos de 
los pacientes asmáticos purificados de sangre periférica elucidada gracias a la herramienta del 
silenciamiento génico. La eliminación casi completa de proteína de SOCS3 revierte el efecto del 
supresor fomentando la degranulación citolítica en los eosinófilos de sangre periférica al inhibirse la 
tanto la migración como la capacidad de adhesión, ambas acciones necesarias para producirse la 




Esta pérdida de regulación es debida a una activación constitutiva de la vía JAK/STAT y a la 
disminución de la expresión de los factores de la transcripción GATA-3 y FOXP3 que promovían un 
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Figura 55. Función de SOCS3 en los eosinófilos de pacientes asmáticos purificados de sangre periférica. La elevada 
expresión de SOCS3 en los eosinófilos de sangre periférica de los pacientes asmáticos se induce por un ambiente pro-
inflamatorio constituido entre otros factores por citocinas Th2 (IL-5, Il-4 e IL-13) y mediadores lipídicos como la PGE2 que 
activan, entre otros intermediarios, a STAT3. El silenciamiento génico de SOCS3 activa constitutivamente la fosforilación de 
STAT3, reduciéndose  la transcripción de factores de regulación de la respuesta inmune como GATA-3 y FOXP3, así como la 
expresión de moléculas de adhesión (LFA-1, VLA-4 y del receptor de la eotaxina CCR3 que en conjunto, contribuyen a una 
inhibición de la migración y la adhesión en los eosinófilos, a la vez que aumenta la degranulación citolítica. 
 
Por lo tanto, la presencia de SOCS3 parece estar vinculada con un aumento de la vida media del 
eosinófilo en el torrente sanguíneo, gracias a la inhibición de la degranulación y a la vez que se 
aumenta la movilización de este tipo celular desde la médula ósea, debido a la activación de 
mecanismos de migración y adhesión. En parte, todo ello es posible, al establecerse un fenotipo 
mixto Th2/regulador persistente potenciado por la expresión de SOCS3 en los eosinófilos, que va a 
contribuir a la eosinofilia periférica característica de los pacientes con asma alérgica y otras 





5.3. TERAPIA DE SILENCIAMIENTO DE SOCS3 EN UN MODELO ANIMAL DE ASMA CRÓNICA 
Los resultados obtenidos en el modelo animal de asma crónica mediante el análisis del perfil de 
expresión génica y proteica tras ser tratados con Gal-3, ponen de manifiesto la desregulación de la 
vía de la supresión de la señalización de las citocinas [298]. Esta modulación ha sido posteriormente 
investigada en eosinófilos humanos purificados de sangre periférica, especialmente en aquéllos 
procedentes de pacientes con asma mediante la técnica de silenciamiento génico. En conjunto, 
todos los resultados obtenidos apuntan hacia la contribución indiscutible de SOCS3 a la persistencia 
de la eosinofilia periférica y por ende, al aumento de la infiltración de eosinófilos en los pulmones 
que agravan el pronóstico de la patología asmática. Finalmente, teniendo en cuenta la relevancia de 
SOCS3 en el fenotipo asmático alérgico y altamente Th2, se quiso abordar un análisis más detallado 
de este supresor en un nuevo modelo de asma alérgica crónica en ratones, utilizando el 
silenciamiento génico de SOCS3 como terapia. 
5.3.1. ELECCIÓN DE UN BUEN MODELO DE ASMA CRÓNICA Y UNA TERAPIA ADECUADA 
Los modelos experimentales en animales son buenas herramientas a la hora de elucidar 
mecanismos fisiopatológicos de muchas enfermedades. Bien es cierto que distan de ser perfectos, y 
generalmente, sólo se consigue una semejanza parcial a los procesos patológicos reales que tienen 
lugar en el ser humano. Aún así, los estudios en ratones ofrecen muchas ventajas, como son la 
homogeneidad genética, la inmediata disponibilidad de los individuos gracias a los cortos intervalos 
de tiempo de reproducción, su fácil manipulación y mantenimiento, o la extensa disponibilidad tanto 
de herramientas en biología molecular, que han conducido a un minucioso conocimiento del genoma 
del ratón, como de reactivos que permiten analizar mediadores y células implicadas en múltiples 
respuestas. 
En cualquier caso para analizar la eficacia de una nueva estrategia terapéutica, es imprescindible 
establecer un modelo animal adecuado. En la literatura científica existen multitud de ejemplos de 
modelos de asma alérgica que han permitido descubrir nuevas dianas terapéuticas y probar la 
eficacia de nuevos tratamientos [299, 300]. Con este bagaje previo, se propuso encontrar un buen 
modelo de asma crónica en el que evaluar los efectos de la terapia con el pool de ARN silentes de 
SOCS3. 
La mayoría de los protocolos de inmunización descritos sólo funcionan en cortos espacios de 
tiempo, y no permiten evaluar muchas de las alteraciones que ocurren en las vías respiratorias 
humanas a largo plazo en el asma crónica, como son la infiltración eosinofílica, la hiperrespuesta 
bronquial y las alteraciones estructurales de la pared bronquial, entre otras [301, 302]. Bien es cierto 
que los modelos de asma aguda han servido para probar fármacos broncodilatadores y analizar el 





El éxito del mantenimiento del asma crónica en el tiempo, va a depender del tipo de protocolo de 
inmunización utilizado (aerosolizado, intranasal y con o sin adyuvante) así como de la cepa de ratón 
seleccionada, ya que poseen una predisposición genética variable a la inducción de este tipo de 
patologías [302-304]. Una primera aproximación en el desarrollo de modelos de asma crónica, fue la 
inducción constitutiva de la expresión  de citocinas de tipo Th2, como la IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 [305-
308]. Siguiendo la misma línea, también se generaron animales deficientes para los factores de 
transcripción que están implicados en los procesos inflamatorios alérgicos [309]. Sin embargo, estos 
modelos no son realistas, puesto que no utilizan la ruta de sensibilización natural en el desarrollo del 
asma alérgico y con el tiempo han caído en desuso. 
Es fundamental por lo tanto elegir el protocolo de sensibilización más adecuado para llevar a cabo el 
estudio. Uno de los antígenos más utilizados y que más éxito han tenido ha sido la ovoalbúmina 
(OVA). La exposición controlada de ratones BALB/c a concentraciones pequeñas de OVA en forma 
de aerosol es una de las aproximaciones más empleadas [301, 310]. Sin embargo no es tan fácil de 
reproducir, ya que se requiere de un sistema específico que controle exactamente la cantidad de 
antígeno que se dispensa por mm3.  
Por lo tanto, se decidió optar por una sensibilización intranasal mediante la instilación de OVA, 
durante un periodo de cinco semanas. La administración del antígeno intranasalmente respeta la vía 
de sensibilización natural, asemejándose el proceso a la situación real a la que se enfrenta un 
paciente alérgico. Además es relativamente sencillo de llevar a cabo, basta con anestesiar 
ligeramente a los ratones con isoflurano inhalado y, sin necesidad de ningún sistema especial 
adicional, se suministra el antígeno, lo que lo hace fácilmente reproducible. Para asegurar una 
sensibilización efectiva, se optó además por dos inmunizaciones previas mediante inyección 
intraperitoneal de ovoalbúmina junto con el adyuvante hidróxido de aluminio (AlOH3). El modelo 
anteriormente utilizado para comprobar el efecto de la Gal-3, se limitaba exclusivamente a una 
sensibilización intranasal con OVA cada tres días durante un periodo de 12 semanas [209]. Antes de 
comenzar el estudio se compararon ambas aproximaciones de forma paralela. Al efectuarse las dos 
inmunizaciones previas a la sensibilización, se obtuvo un mayor infiltrado eosinofílico, una 
obstrucción más acentuada del bronquio y una mayor hiperreactividad bronquial, de hecho, durante 
la prueba de función pulmonar, hubo de reducirse el número de dosis de metacolina, estableciendo 
como dosis final 24 mg/mL (Figura 43)  frente a los 42 mg/mL utilizados en el modelo de asma 
alérgica crónica inicial, para evitar el sufrimiento del animal [209]. Estos datos hicieron que se 
descartara el modelo crónico de sensibilización por vía respiratoria previo, y se eligiese el que 
combinaba la inmunización con la sensibilización periódica posterior, que generaba un proceso 
inflamatorio más persistente y grave, similar al que ocurre en los pacientes con asma crónica.  
Otro punto importante a tener en cuenta es la cepa de ratón utilizada. Se ha visto, que la cepa A/J 
es la que mejor responde al protocolo de inducción de la inflamación alérgica crónica por vía 
intranasal. Estos ratones son más susceptibles a desarrollar una elevada hiperreactividad bronquial, 




pulmones, están incrementados en comparación con los ratones de otras cepas como son la 
BALB/c, C57BL/6 y C3H/HeJ [302, 304]. Esta predisposición génica concuerda con lo observado en 
la patología de los pacientes con asma, donde la carga genética influye tanto en la aparición como 
en el desarrollo de la enfermedad. Por todos estos motivos, la cepa A/J fue la cepa de elección para 
desarrollar el modelo de asma crónica, en concreto en machos, para evitar posibles interferencias 
de tipo hormonal. 
En resumen, se ha reproducido un protocolo de inducción crónica de inflamación eosinofílica por 
administración intranasal de OVA, en ratones de la cepa A/J previamente inmunizados con el mismo 
antígeno para potenciar la sensibilización, con el fin de evaluar la eficacia del silenciamiento de 
SOCS3 en pulmón como posible tratamiento del asma alérgica crónica. 
Una vez establecido el modelo animal de asma alérgica crónica, dado que la expresión de SOCS3 
se encuentra incrementada  y además se correlaciona con la gravedad, se decidió reducir dicha 
expresión. Una de las técnicas más elegantes disponibles para llevar a cabo este proceso hoy en 
día es la del silenciamiento génico.  
 
El ARN de silenciamiento (ARNsi) es capaz de unirse a secuencias complementarias del ARN 
mensajero diana y producir su degradación, siguiendo la vía natural del ARN de interferencia, 
presente en todas las células eucariotas. El complejo RISC es el encargado principal de llevar a 
cabo este proceso, y una vez activado puede actuar degradando varios ARNm, lo que propaga el 
efecto del silenciamiento [311]. Esta potencia añadida asegura efectos terapéuticos de varios días 
en células en división y, hasta de varias semanas en células sin división [312]. En el modelo animal 
de asma crónica, se decidió administrar el ARNsi de SOCS3 cada 3 o 4 días, completando un total 
de 10 dosis. Se estableció la dosis efectiva de ARNsi administrado en 2M, disuelto en un volumen 
máximo de 15 l; este volumen concuerda con el elegido en otros trabajos en los que también se 
administran moléculas de ARNsi por vía intranasal [195, 196]. Las observaciones realizadas con el 
microscopio de fluorescencia en cortes de pulmón pusieron de manifiesto la presencia del ARNsi 
marcado con rodamina en el epitelio bronquial hasta 48 horas después de ser administrados (Figura 
39). Además, para evitar dicha degradación, se utilizaron ARNs de silenciamiento modificados 
químicamente para asegurar su estabilidad a lo largo de la vía respiratoria. Un total de 4 ARNsi, 
cada uno complementario para una región distinta del ARNm de SOCS3, fueron empleados. Cada 
dúplex de ARNsi purificado mediante cromatografía HPLC (High phase liquid cromatoraphy), se 
sometía  a un proceso de intercambio de iones sodio, desalado, desprotección del extremo 2’ 
eliminando los grupos O-acetoetoxi (ACE) generados durante la síntesis en dicho extremo [313], y 
por último, se filtraban en condiciones estériles y se descartaba la presencia de endotoxinas.  El uso 
de un pool de ARNsi en vez de un único ARNsi asegura la eficiencia del proceso, aumentando la 
probabilidad de unión al ARNm complementario de al menos dos ARNsi de los cuatro introducidos. 
En consonancia, en la mayoría de los estudios que recurren al silenciamiento génico como terapia, 




La vía intranasal fue la elegida para administrar la terapia, puesto que es local y no invasiva.  El 
pulmón es un órgano idóneo como diana para este tipo de tratamiento, por su fácil accesibilidad a 
través de las vías respiratorias, su extensa superficie y su gran vascularización. La decisión de no 
utilizar ningún vector no tiene que ver con la generación de posibles respuestas inflamatorias o la 
toxicidad que podría causar, ya que la mayoría de vectores existentes en la actualidad, no presentan 
ninguno de estos problemas, sino más bien es un intento de simplificar el proceso, eliminando 
además un paso de manipulación que fomenta su degradación. El uso de ARNsi “desnudo” como 
terapia ha tenido cierto éxito en el tratamiento de enfermedades virales como la producida por el 
virus respiratorio sincitial (VRS) en pulmón, tanto en ratones [195], como en primates [192]. De 
hecho, existen en marcha ensayos clínicos en humanos para tratar la misma infección, actualmente 
en fase II [200].  
 
De entre todos los trabajos existentes en la literatura, cabe destacar el llevado a cabo por Moriwaki y 
cols. en 2011 [175], en el cual primero silencian el gen de SOCS3 en células T in vitro, para a 
continuación realizar una transferencia adoptiva de estas células T mediante inyección intravenosa a 
ratones alérgicos. Esta aproximación resulta mucho más complicada, y la terapia se efectúa a nivel 
sistémico en vez de a nivel local. También es importante tener en cuenta que existen otras células 
en las vías respiratorias, además de los linfocitos T y los eosinófilos, que probablemente tengan 
niveles elevados de expresión de SOCS3, y por tanto, la terapia no dirigida a ningún tipo celular en 
concreto, debería ser más efectiva, como es el caso del silenciamiento génico efectuado en el 
presente trabajo.  
 
5.3.2. ESPECIFICIDAD DE LA TERAPIA DE SILENCIAMIENTO DE SOCS3  
El silenciamiento de SOCS3 en los pulmones del grupo de ratones asmáticos tratados ha sido 
minuciosamente comprobado tanto a nivel génico por PCR cuantitativa, como a nivel proteico por 
western blot para asegurar la especificad del tratamiento (Figura 40). El hecho de que no existan 
diferencias estadísticamente significativas entre el grupo asmático sin tratar y el tratado con el 
ARNsi control negativo, confirma que la reducción de la expresión de SOCS3 observada en los 
pulmones de los ratones, es producida inequívocamente por el ARNsi de SOCS3 administrado 
intranasalmente. Además, resulta muy interesante comprobar que la técnica de silenciamiento no 
elimina totalmente los niveles ni de ARN mensajero ni de proteína, sino que consigue  restablecer 
los niveles basales de SOCS3 que operan en condiciones homeostáticas en el pulmón y que 
regulan la activación de distintas vías de señalización de factores y citocinas, en vez de eliminar 
completamente su expresión. En este sentido, existen multitud de trabajos en los que la 
recuperación de los niveles naturales de la proteína diana mediante la modulación obtenida con el 
silenciamiento génico, generan resultados terapéuticos muy prometedores tanto en el asma como 





Aunque las funciones de SOCS1 y SOCS3 son diferentes, la homología de secuencia entre ambos 
es muy elevada [153]. Por ello también se verificó que la expresión de SOCS1 en los pulmones no 
sufría cambios tras la administración del ARNsi de SOCS3 (Figura 41) corroborándose la 
especificidad de la técnica.  
 
Puesto que la terapia acometida tiene como única diana el pulmón, donde los niveles de SOCS3 
están desregulados en la patología asmática; se comprobó que el ARNsi no hubiera alterado la 
expresión de SOCS3 en otros órganos como son el bazo, órgano linfoide secundario fundamental 
para el mantenimiento de la inmunidad humoral y el hígado, de gran capacidad metabólica (Figura 
42). La eliminación específica de SOCS3 en el hígado de ratones resulta en un aumento de la 
lipogénesis, dando lugar a la formación de hígado graso y fomentando la obesidad [316], además en 
las respuestas proliferativas de tipo neoplásico, la pérdida de la expresión de SOCS3 en el hígado 
contribuye a una mayor supervivencia, proliferación de los hepatocitos y a la formación de 
carcinomas hepatocelulares [317]. La reducción de SOCS3 en el hígado es devastadora, en cambio 
en otros órganos como el corazón, su presencia se relaciona con efectos cardioprotectores [318], y  
en el cerebro la inhibición conjunta de SOCS3 y PTEN se ha visto que desbloquea el crecimiento 
axonal [319]. En el modelo de asma crónica, el silenciamiento génico de SOCS3 se produce 
exclusivamente en el pulmón, evitando  alterar la funcionalidad de SOCS3 en el resto de órganos, lo 
que reduce posibles efectos secundarios de la terapia. 
 
5.3.3. EFICACIA DEL SILENCIAMIENTO DE SOCS3 EN EL MODELO DE ASMA CRÓNICA EN LA REVERSIÓN DE LOS 
PROCESOS DE HIPERREACTIVIDAD BRONQUIAL, INFLAMACIÓN Y REMODELADO  
La terapia de silenciamiento de SOCS3 en los ratones a los que se les había inducido asma, ha 
dado lugar a una reducción generalizada de los principales marcadores de la enfermedad, entre los 
que se incluyen la inflamación pulmonar, disminuyéndose fundamentalmente el infiltrado 
eosinofílico, la hiperreactividad bronquial (HRB) y la  presencia de depósitos de colágeno y moco en 
las paredes bronquiales. 
Los resultados obtenidos, indican la existencia de una reducción estadísticamente significativa en la 
respuesta frente a la estimulación colinérgica por metacolina en el grupo de ratones tratados con el 
ARNsi de SOCS3 frente a los grupos OVA y OVA C- ARNsi (Figura 43). Estos datos son 
consecuentes a los obtenidos en el trabajo realizado con anterioridad en el laboratorio por Lopez y 
cols, en los que la disminución del porcentaje de eosinófilos produce una mejoría de la HRB [209]. A 
pesar de los resultados obtenidos en el modelo animal de asma alérgica tratado con Gal-3, los 
inhibidores de la IL-5 han sido objeto de controversia a la hora de ser relacionados con la reducción 
de la HRB [109].  El silenciamiento génico de SOCS3, además de disminuir los niveles de IL-5, 
afecta a la expresión de otras citocinas como la IL-13 (Figura 50), relacionada directamente con la 
HRB [320]. La importancia de la IL-13 en la generación y persistencua de la HRB, ha supuesto un 




monoclonales tanto para erradicar la hiperreactividad, así como parte de la inflamación típica del 
asma [321]. 
La inflamación es una de las características indiscutibles presente en la patología asmática. En este 
trabajo, se ha tratado de analizar de forma detallada la presencia y variación del infiltrado celular en 
los ratones con asma alérgica crónica, tratados con el ARN de silenciamiento de SOCS3. La 
cantidad de células totales presentes en los lavados broncoalveolares de los ratones en los que se 
silenció la expresión de SOCS3, fue similar a la encontrada en los ratones sanos. Esta reducción del 
número total de células en las vías respiratorias, junto con los resultados observados en las 
tinciones con hematoxilina-eosina en cortes de pulmón, demuestran que, la administración 
intranasal de ARNsi de SOCS3 es un tratamiento muy eficaz; provocando un aclaramiento 
prácticamente total de los infiltrados inflamatorios (Figura 47). 
El eosinófilo es una de las principales células infiltradas, implicadas en el asma. La importancia de 
los eosinófilos en el inicio y desarrollo de dicha patología es indiscutible [322, 323]. La terapia  con el 
ARNsi de SOCS3 disminuye drásticamente la presencia de los eosinófilos en los lavados 
broncoalveolares analizados de los ratones asmáticos tratados  en comparación con los ratones sin 
tratar (Figura 46). Además, esta reducción en el porcentaje de eosinófilos, se correlaciona con la 
expresión de SOCS3 en pulmón (r=0,97, P0,05). Estos resultados indican que la restauración de 
los niveles de expresión de SOCS3 en las vías respiratorias de los ratones asmáticos, gracias al 
efecto terapéutico del silenciamiento, inhibe exitosamente el reclutamiento de los eosinófilos en 
dicho tejido. 
Los avances en las técnicas de obtención de imágenes, junto con el desarrollo de proteínas 
fluorescentes y sondas específicas, han propiciado la aparición de nuevas herramientas en la 
investigación biomédica que permiten determinar de una forma no invasiva a nivel macroscópico y 
microscópico diferentes procesos biológicos. Uno de los últimos logros en la tecnología de fotones 
ha sido la tomografía de fluorescencia molecular (TFM), que permite la detección y localización de 
fluorescencia en los tejidos, así como su cuantificación volumétrica in vivo. Los eosinófilos 
pulmonares son capaces de producir una gran variedad de proteasas, entre las que se incluyen las 
catepsinas B, L y S [324, 325]. La cuantificación de actividad catepsina es muy específica de la 
eosinofilia pulmonar. Esto es debido principalmente a su localización intracelular que, a diferencia de 
otras enzimas utilizadas como las metaloproteinasas, que también están implicadas directamente en 
la inflamación pulmonar, se secretan extracelularmente, lo que permite asociar su actividad a la 
existencia de un mayor o menor infiltrado eosinofílico [326]. El uso de la sonda fluorescente 
activable por catepsinas ProSense 680 permitió cuantificar in vivo  la eosinofilia pulmonar en cada 
ratón. La cantidad de sonda detectada se reducía en los pulmones de los ratones tratados con el 
ARNsi de SOCS3, siendo similar a la obtenida en los ratones control y alcanzando significación 
estadística, si se comparaba con la cuantificación obtenida en los pulmones de los ratones 




Otra de las técnicas in vivo empleadas ha sido la tomografía computarizada de rayos-X (TC). Los 
resultados generados han arrojado información novedosa, tanto de la estructura, como de la 
anatomía del pulmón, durante el proceso de cronificación. En las imágenes mostradas en la figura 
44, se observa un incremento de la densidad en ciertas regiones pulmonares donde está teniendo 
lugar el proceso inflamatorio, así como un estrechamiento de la luz de la arteria pulmonar.  
Estas áreas más blanquecinas, asociadas con la acumulación de líquido, se redujeron 
drásticamente en los ratones a los que se les administró el ARNsi de SOCS3. 
En conjunto, estas dos técnicas permiten visualizar y cuantificar inflamación de forma longitudinal y 
no invasiva en el pulmón, a la vez que permiten comprobar la eficacia de la terapia in vivo. 
La fibrosis subepitelial se produce como consecuencia de acúmulos principalmente de colágeno y 
fibronectina, así como de otras proteínas de la matriz extracelular (MEC), como la tenascina y la 
laminina.  
La tinción Tricrómica de Masson en cortes de pulmón reveló la existencia de estos depósitos en 
forma de acúmulos verdosos alrededor de la estructura bronquial (Figura 48), fundamentalmente en 
los grupos de ratones sensibilizados a OVA y no sometidos al tratamiento de silenciamiento de la 
expresión de SOCS3. Este resultado destaca la eficacia del tratamiento en la reducción de la fibrosis 
subepitelial, y por lo tanto en la inhibición del proceso de remodelado bronquial. 
La evaluación de la hiperplasia y la secreción de moco por parte de las células caliciformes del 
epitelio bronquial, mediante la técnica de PAS/Alcian Blue, pone de manifiesto que la disminución de 
los niveles de expresión de SOCS3 a nivel pulmonar, también previene el remodelado bronquial 
característico del proceso de cronificación de la enfermedad, al desaparecer por completo los 
depósitos de moco, en la luz del bronquio (Figura 49).  
El silenciamiento de SOCS3 a nivel pulmonar disminuye la expresión de las tres principales citocinas 
Th2: IL-5, IL-4 e IL-13 (Figura 50), debido a la pérdida parcial de proteína SOCS3 que elimina el 
bloqueo ejercido sobre STAT4 que impedía su completa activación a través de la cadena β del 
receptor de la IL-12 [156]. Este mecanismo revierte en parte la polarización de la respuesta Th2, y 
por tanto, la producción de las citocinas Th2 características se ve afectada. La IL-5 es la principal 
citocina implicada en la infiltración de eosinófilos en las vías respiratorias, por lo tanto no es de 
extrañar que la reducción de su expresión esté íntimamente ligada a la desaparición del infiltrado 
eosinofílico. Hasta ahora, las terapias existentes cuya diana era la IL-5 no han generado los 
resultados esperados. Existen dos anticuerpos humanizados monoclonales específicos de IL-5, 
mepolizumab y reslizumab, que bloquean la unión de la IL-5 a su receptor. Se han realizado 
numerosos ensayos clínicos en los que a pesar de disminuirse el número de eosinófilos infiltrados 
en las vías respiratorias, no se observa una mejoría clínica del paciente asmático [109, 327, 328], 
permaneciendo invariables los parámetros relacionados con la función pulmonar como son el VEF1 o 




proteínas catiónicas de los gránulos de los eosinófilos en las mucosas respiratorias [330]; además 
debe tenerse en cuenta a la hora de tratar a los pacientes con el anticuerpo mononolonal anti-IL-5, 
el carácter del componente inflamatorio infiltrado en las vías respiratorias. En muchas ocasiones la 
inflamación puede ser de tipo no-eosinofílico como es el caso de la inflamación neutrofílica, en cuyo 
caso suelen ser pacientes resistentes al tratamiento [331].  
Nuevos estudios en pacientes asmáticos resistentes a esteroides, donde la eosinofilia en el esputo 
es persistente, han tenido resultados más positivos, descendiendo el número de exacerbaciones 
prácticamente a cero al reducirse la presencia de eosinófilos [121, 332, 333]. Estos trabajos 
resaltan, una vez más, la naturaleza heterogénea del asma; y han incentivado el desarrollo de 
estrategias dirigidas directamente a la eliminación de los eosinófilos infiltrados en las vías 
respiratorias, como es el caso del benralizumab, un nuevo anticuerpo monoclonal contra la cadena α 
del receptor de la IL-5, cuyos resultados parecen ser esperanzadores [334].  
Las otras dos citocinas Th2 modificadas tras la terapia, IL-4 e IL-13, también participan activamente 
en la patología asmática. Por un lado, la IL-4 induce cambio a isotipo IgE en las vías respiratorias, 
polarizando la respuesta inmune a tipo Th2,  y también está implicada en la producción de moco por 
parte de las células epiteliales. El papel de la IL-13 parece estar más relacionado con un aumento 
de la hiperreactividad bronquial [335]. Se han realizado muchos esfuerzos en encontrar inhibidores 
de estas dos citocinas, como ocurre en el caso del anticuerpo monoclonal lebrikizumab anti-IL13 
[107]. Recientemente, Kasaian y cols. han publicado un trabajo en el que la terapia con un 
antagonista para ambas citocinas, IL-4 e IL-13, reduce la inflamación pulmonar, la HRB y la 
producción de IgE en un modelo animal de asma inducido por OVA [336].  
De forma similar, en el presente estudio, la reducción de la expresión de SOCS3 disminuye los 
niveles de IL-4 e IL-13 en pulmón, dando lugar a una mejoría de la HRB y reduciendo la producción 
de IgE específica (Tabla 11). En cambio, los niveles de IgE total no se modificaron, lo que refrenda 
la especificidad del tratamiento con el ARNsi de SOCS3, que sólo actúa  revirtiendo la 
sensibilización específica al antígeno OVA.  
La atenuación de la activación de la vía de señalización RhoA/Rho-kinasa (ROCK) enlaza de nuevo 
con la reducción observada de la pareja de citocinas IL-4 e IL-13 en los ratones asmáticos tras 
recibir el ARNsi de SOCS3 intranasalmente (Figura 54). En modelos animales de asma alérgica se 
ha demostrado que la proteína RhoA está implicada en el aumento de la contractilidad del músculo 
bronquial liso, causante principal de la hiperrespuesta de las vías. La IL-4 y la IL-13 producen un 
aumento de la expresión de RhoA, a través de STAT6 en el caso de la IL-4, lo que ocasiona la 
contracción del músculo liso [337-339]. Además recientemente, las proteínas ROCK han sido 
relacionadas directamente con la regulación de la inflamación alérgica [340]. De hecho, los 




El silenciamiento de SOCS3 a nivel pulmonar en el modelo animal de asma inducido por OVA, 
disminuye estas dos citocinas, lo que genera un control de la activación de la musculatura lisa vía 
RhoA/Rho-kinasa, y por lo tanto la HRB. 
Además de las citocinas Th2 medidas en el modelo animal, se quiso evaluar las citocinas 
características del resto de subpoblaciones T. Los niveles de interferon- (IFN) no se vieron 
afectados por la terapia de silenciamiento de SOCS3 (Figura 51), este dato corrobora la 
participación de este supresor fundamentalmente en las respuestas Th2 en detrimento de las 
respuestas de tipo Th1.  
También se ha abordado la variación de los niveles de ARNm de IL-10 e IL-17A (Figura 52) en el 
modelo de asma alérgica crónica. Los eosinófilos de las vías respiratorias de los pacientes 
asmáticos, secretan gran cantidad de la citocina IL-17A [342]. Es cierto que tradicionalmente la 
producción de IL-23 e IL-17A ha sido más relacionada con fenotipos neutrofílicos; pero 
recientemente, también se ha descrito la activación de un fenotipo eosinófilico inducido por Th2 por 
parte de estas dos interleucinas en las vías respiratorias de ratones [343]. En el modelo de asma 
crónica que se desarrolla en el presente trabajo, se obtuvieron niveles elevados de ARNm de IL-
17A, que se redujeron significativamente tras el tratamiento con ARNsi de SOCS3. En cambio, la 
expresión de IL-10 experimentó un efecto contrario, aumentándose gracias a esta reducción de los 
niveles de SOCS3. Estos resultados apuntan claramente a la actuación de SOCS3 modulando eje 
regulador IL-10/IL-17. 
SOCS3 regula principalmente la vía de señalización JAK-STAT. La deficiencia de SOCS3 en células 
T cooperadoras provoca la activación de STAT3 de forma constitutiva, dando lugar a la estimulación 
de la producción de TGF-β y de IL-10 [174]. La administración del ARNsi de SOCS3 en los ratones 
con asma inducida por OVA disminuyó la fosforilación de STAT3 a la vez que elevó la producción de 
IL-10.  
Esta reducción de la fosforilación es debida probablemente a que la expresión de SOCS3 no se 
erradica totalmente con la terapia, sino que se recuperan los niveles de expresión existentes en 
condiciones basales que regulan la activación de la vía JAK/STAT, restableciendo el estado natural 
de fosforilación del intermediario STAT3, y consiguientemente los niveles de IL-10. Esta hipótesis 
también ha sido postulada, y demostrada recientemente, por Hausding y cols. en un estudio, en el 
cual, la inhibición del bucle de activación conformado por STAT-3, STAT-5 y SOCS3, provoca una 
mejoría de los síntomas en un modelo de asma alérgico experimental, a través de la estimulación 
del eje regulador [344].  
Recientemente Lan y cols. han descrito por primera vez la co-expresión de SOCS3 y FOXP3 en 
células T reguladoras en la mucosa nasal de pacientes con pólipos nasales [345], en el mismo 
sentido que en esta tesis se ha descubierto dicha expresión conjunta en los eosinófilos de sangre 
periférica de pacientes con asma. La presencia de SOCS3 regula negativamente la expresión de 




una diana potencial para restablecer la expresión de células T reguladoras en pacientes con 
inflamación persistente en las mucosas. En el modelo de asma crónica,  la terapia de silenciamiento 
génico con SOCS3 aumenta los niveles de IL-10, la citocina principal secretada por las células T 
reguladoras, confirmando los efectos positivos de la reducción de SOCS3 en la resolución de la 
inflamación. 
El término epigenética se utiliza para describir los cambios heredables en la expresión que no 
afectan a la secuencia codificante del ADN, como es el caso de las mutaciones. Las modificaciones 
epigenéticas pueden alterar la estructura del ADN, como ocurre en los procesos de metilación o la 
estructura de la cromatina a través de la modificación de proteínas como las histonas.  
 
En el asma, el estudio de estos mecanismos es fundamental para profundizar en la etiología y 
fisiopatología de esta enfermedad;  en muchas ocasiones, las modificaciones epigenéticas ayudan a 
explicar ciertos patrones heredados observados en ciertos grupos de individuos y la interacción con 
los factores ambientales [346, 347]. Es el caso del establecimiento del asma alérgica, que se 
acompaña con la polarización hacia un fenotipo Th2, en el que la diferenciación de los linfocitos T 
depende en parte de la hipometilación de las islas CpG en el promotor del gen de la IL-4, 
activándose su transcripción[348]. 
 
Otro nivel de control epigenético de la expresión génica es el coordinado por los micro ARN 
(ARNmi). Estos pequeños ARN no-codificantes ejercen una regulación sobre los procesos celulares 
más importantes y van a actuar como ARN de interferencia en multitud de procesos, tanto en 
condiciones homeostáticas como patológicas [349, 350]. Además los ARNmi pueden actuar sobre 
otras modificaciones epigenéticas  a través del control de la metilación del ADN y las modificaciones 
de las histonas [351]. 
 
Consecuentemente se quiso analizar si la terapia con el ARNsi de SOCS3 modificaba el perfil de 
expresión de micro ARNs (ARNmi) en los pulmones de ratón.   
 
Para abordar este estudio, se decidió recurrir al análisis mediante microarrays, y así obtener 
información de la regulación que se ejerce a nivel postranscripcional, que es el nivel al que operan 
estos pequeños ARNs (Tabla 12). Cabe destacar, que dos de los ARNmi cuya expresión se reduce 
tras el tratamiento con el ARN de silenciamiento de SOCS3 (miR-146b y miR-126), han sido 
previamente implicados en la enfermedad asmática [352]. La inhibición del miR-126 bloquea la 
expresión de GATA-3 y por lo tanto el desarrollo correcto de la respuesta inmune Th2, lo que deriva 
en un menor reclutamiento de eosinófilos en las vías respiratorias y por tanto una reducción de la 
inflamación, así como la disminución de la HRB y la hipersecreción de moco [353]. Recientemente 
se ha generado un antagomir para el miR-126 utilizado como terapia en un modelo animal de asma 




La inhibición de la expresión del miR-126 mediante el silenciamiento génico de SOCS en el modelo 
de asma alérgica crónica refrenda el alto potencial del tratamiento elegido en la presente tesis. 
 
Finalmente, en la figura 56 se resumen todos los procesos en los que participa el silenciamiento de 
SOCS3 en los pulmones de los ratones con asma alérgica, promoviendo la resolución de proceso 
crónico. El tratamiento con ARNsi de SOCS3 restablece los niveles naturales de SOCS3, 
recuperando el control sobre la vía de señalización JAK/STAT y la activación de la respuesta Th2 a 
través de la modulación de las citocinas IL-4, IL-5, IL-13, IL-10 e IL-17, reduciéndose la infiltración 
en las vías respiratorias de eosinófilos y otras células como los linfocitos T, lo que atenúa el proceso 
inflamatorio, así como la hipersecreción de moco o los depósitos de colágeno.   
 
La reducción de las IL-4 e IL-13 actúa inhibiendo la vía de señalización RhoA/Rho kinasa en las 
células musculares lisas de las vías respiratorias, reduciéndose la hiperreactividad bronquial, lo que 
resulta en una mejoría de la función pulmonar de los ratones.   
 
En conjunto, se consigue la remisión del proceso asmático en los ratones, gracias a la terapia 


























Figura 53. Efecto del silenciamiento génico de SOCS3 mediante terapia intranasal en un modelo de asma alérgica crónica. La 
reducción de los niveles de SOCS3 en los pulmones de los ratones tratados con el pool de ARNsi, provoca la disminución de 
las citocinas Th2 (IL-4, IL-13 e IL-5) y por lo tanto, la persistencia de dicho fenotipo en los pulmones, lo que conduce a una 
inhibición del reclutamiento de eosinófilos, y otras células como los linfocitos T, disminuyéndose la inflamación pulmonar y 
otros procesos regulados por la inmunidad celular como la hipersecreción de moco y la deposición de colágeno. Además la 
reducción de las IL-4 e IL-13 bloquea la vía de señalización RhoA/Rho kinasa en las células musculares lisas de las vías 
respiratorias inhibiendo la hiperreactividad bronquial. Por otro lado, el restablecimiento de los niveles naturales de activación 






























1.  La terapia génica con galectina-3 modifica el perfil de expresión génica en los pulmones de los 
ratones con asma alérgica crónica, destacando los genes implicados en la regulación negativa de la 
respuesta inmune: SOCS1, SOCS3 y SOCS5 
2.  Los eosinófilos humanos purificados de sangre periférica son capaces de transcribir y traducir 
SOCS3. 
3.  La expresión de SOCS3 es mayor en eosinófilos de pacientes con asma y BENA en comparación 
con los eosinófilos procedentes de sujetos sanos.Las citocinas Th2: IL-5, IL-4 e IL-13, así como la 
PGE2, regulan la expresión de SOCS3 de forma dosis y tiempo dependiente en eosinófilos humanos 
purificados de sangre periférica. 
4. En las biopsias de esófago de pacientes con EoE la expresión de SOCS3 está aumentada junto 
con otros genes implicados en las respuestas Th2 como son la IL-5, la IL-13, la eotaxina-3 y su 
receptor CCR3, posiblemente, gracias a la activación constitutiva de la vía de transducción de 
señales MAPK/ERK.  
5. El silenciamiento génico de SOCS3 en eosinófilos de pacientes asmáticos inhibe la fosforilación 
de STAT3, disminuye la expresión de los factores de transcripción que controlan tanto la respuesta 
inmune Th2 como reguladora y reduce la migración y la adhesión de los eosinófilos.  
6. La terapia intranasal de silenciamiento génico de SOCS3 en ratones, reduce las características 
patognomónicas del asma, como son la inflamación, la hiperreactividad bronquial, la fibrosis 
subepitelial y la hipersecreción de moco.  
7. La disminución de los niveles de SOCS3 afecta al perfil de expresión de los micro ARNs en el 
pulmón de los ratones tratados, destacando la modulación ejercida sobre el miR-126 que a su vez 
controla la expresión del factor de transcripción máster GATA-3. 
Todo ello permite establecer la siguiente conclusión principal: 
La reducción de los niveles de SOCS3 es una buena aproximación terapéutica para el tratamiento 
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Background. Asthma is a disorder characterized by a predominance of Th2 cells and eosinophilic inflammation. Suppressors of
cytokine signaling (SOCS) proteins act as negative regulators of cytokine signaling. In particular, SOCS1 and SOCS3 play an
important role in immune response by controlling the balance between Th1 and Th2 cells. In a previous study, we demonstrated
that treatment of chronic asthmatic mice with gene therapy using plasmid encoding galectin-3 (Gal-3) led to an improvement
in Th2 allergic inflammation. Methods. Using a microarray approach, this study endeavored to evaluate the changes produced by
therapeutic Gal-3 delivered by gene therapy in a well-characterized mouse model of chronic airway inflammation. Results were
confirmed by real-time RT-PCR, Western blot and immunohistochemical analysis. Results. We identify a set of genes involved
in diﬀerent pathways whose expression is coordinately decreased/increased in mice treated with Gal-3 gene therapy. We report a
correlation between Gal-3 treatment and inhibition of SOCS1 and SOCS3 expression in lungs. Conclusion. These results suggest
that negative regulation of SOCS1 and 3 following Gal-3 treatment could be a valuable therapeutic approach in allergic disease.
1. Introduction
Asthma is a complex chronic disease characterized by
airway inflammation, airway hyperresponsiveness (AHR),
and reversible airway obstruction. In addition, structural
changes causing remodeling occur as a result of an imbalance
in the mechanisms behind lung tissue regeneration and
repair [1, 2].
Cytokines play an essential role in immune system reg-
ulation [3]. In both physiologic and pathologic conditions,
cytokine functions are strictly controlled. Cytokine signaling
pathways are negatively regulated by the so-called suppressor
of cytokine signaling (SOCS) family of proteins. SOCS
proteins not only act as simple negative-feedback regulators,
but are also involved in fine-tuning the immune response
and in the cross-talk of the complicated cytokine signal
networks [4]. Since cytokines are constantly present in the
microenvironment of immune cells, signal regulation by
SOCS-family proteins must be important for the proper
progress, remission, and relapse of an immune response.
SOCS1, SOCS3, and SOCS5 therefore participate in CD4+
Th-cell diﬀerentiation and in Th1/Th2-cell balance [5]. Of
these, SOCS3 has been shown to inhibit IL-2 production
during T-cell activation, is predominantly expressed in Th2
cells, and inhibits Th1 diﬀerentiation [6–8]. Conversely,
SOCS5 is predominantly expressed in Th1 cells and inhibits
Th2 diﬀerentiation [9]. The data with respect to SOCS1 are
controversial; indeed, Fujimoto et al. showed that SOCS1
negatively regulates both Th1 and Th2 cell diﬀerentiation in
response to IL-12 and IL-4, respectively [10]. In contrast,
SOCS1 is a strong negative-feedback regulator of IFNγ,
and thus positively regulates Th17-cell diﬀerentiation by
suppressing the antagonistic eﬀect of IFNγ [4].
Gal-3 is an immunoglobulin IgE-binding protein which
belongs to a family of proteins that bind β-galactosides. It
has a unique amino-terminal domain, a highly conserved
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repetitive sequence rich in proline and glycine, and a glob-
ular carboxyl-terminal domain containing the carbohydrate
recognition site. Gal-3 is expressed in a variety of tissues and
cell types [11]. In addition, it has been implicated in diﬀerent
processes, including inflammation and allergic pathologies
[12, 13]. We previously reported that administration of Gal-
3 by means of gene therapy inhibits asthmatic reactions by
downregulating IL-5 gene expression [14–16]. However, in a
complex pathology such as asthma, there are many factors
and pathways implicated, which is why we planned to study
more genes.
Genome-wide expression analysis with microarrays has
become a mainstay of genomics research [17, 18]. The
challenge no longer lies in obtaining gene expression profiles,
but rather in interpreting the results to gain insights into
biological and molecular disease mechanism or identify gene
expression changes characteristic of diﬀerent diseases, or to
study the gene expression profiles, whose are aﬀected by
specific treatment. To overcome these analytical challenges,
several authors propose evaluating microarray data at the
gene-set level-based on prior biological knowledge [19].
In this study, we used cDNA microarrays to gain a
detailed molecular picture of the programmed responses of
the asthmatic mice to Gal-3 gene therapy. The transcriptional
program was analyzed in lung samples from asthmatic mice
treated with Gal-3 and asthmatic mice that did not receive
the treatment. A set of pathways and genes was identified
by microarrays and then selected for further analysis by
RT-PCR, immunohistochemistry staining, and Western blot
to confirm and explore their corresponding protein level.
Analysis of the transcriptional program reveals striking
evidence of global diﬀerences between mice treated with Gal-
3 and those that are not. The most prominent feature of the
gene signature identified in treated mice was a pattern of
reduced inflammatory genes and regulatory genes. SOCS1
and 3 were also among the inflammatory genes found to
be more abundant in asthmatic mice as compared to Gal-
3-treated mice. Accordingly, one of the new models of
therapy for allergic diseases could entail targeting SOCS3 by
using a Gal-3 gene therapy approach via inhibition of Th2
response. Such an immunomodulatory approach may have
the beneficial eﬀect of balancing the immune system.
2. Materials and Methods
2.1. Animals and Development of Chronic Asthma by
Intranasal Administration of OVA and Gal-3 Gene Treatment.
All experimental procedures conformed to international
standards of animal welfare and were approved by the
Fundacio´n Jime´nez Dı´az Animal Research Ethics Committee.
Male A/J mice (specific pathogen-free: 5 weeks old) were
purchased from Harlan Iberica.
Experimental protocols were performed as previously
reported [16]. The mice were placed in a small box and
anesthetized with inhaled Forane (Abbott, IL). The anes-
thetized mice inhaled 1 mg/mL OVA (grade V; Sigma, St.
Louis, MO) intranasally. OVA was administered 3 days per
week for twelve weeks using a previously described method
[16].
Fourteen days after the first OVA inhalation and once
every 15 days thereafter, the mice received intranasal
inhalations of 50 μL of plasmid (1 mg/mL) encoding Gal-3
(pEGFP-Gal-3, n = 20) or with plasmid without insert
(pEGFP, n = 15) or with saline (OVA, n = 15) as positive
controls. An additional negative control group was used in
which mice were injected with saline and exposed to saline
inhalation (SS, n = 10).
After instillation of plasmid into the lungs, Gal-3 was
detected by immunohistochemistry as previously reported
[16].
2.2. RNA Extraction and Microarray Hybridization. Twenty-
four hours after the last administration of antigen, the mice
were anesthetized and the lungs were removed. Total RNA
was isolated from the lungs using TRIzol Reagent (Life
Technologies, Paisley, UK) according to the manufacturer’s
protocol. Purity and integrity of the RNA was assessed
using an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, USA), and degraded samples were discarded.
Concentration was determined using a Nanodrop ND-
1000 spectrophotometer. A total of 5 μg of purified RNA
samples was submitted to the Gene Expression Department
of Complutense University (Madrid, Spain) for labeling and
hybridization. In total, 19 samples were analyzed: six from
the OVA group, 8 from the pEGFP-Gal-3 group, and five
from the SS group. Following all appropriate protocols and
procedures for quality control, labeling, and fragmentation
of eukaryotic total RNA, the biotin-labeled cRNA samples
were hybridized to Mouse Genome 430 2.0 Microarrays
(Aﬀymetrix, Santa Clara, CA) according to manufacturer
protocols.
2.3. Microarray Data Analysis
2.3.1. Bioinformatics Analysis. Microarray analysis was per-
formed by the Bioinformatics Department of the Centro
de Investigacio´n Prı´ncipe Felipe (Valencia, Spain) using
GEPAS version 3.1 (http://www.gepas.org/) [20]. Func-
tional analysis was carried out using the Babelomics suite
(http://www.babelomics.org/).
2.3.2. Preprocessing. Output data from the microarray nor-
malization process were preprocessed before micrroarray
analysis. Data were standardized using RMA [21]. Multiple
probes mapping to the same gene were merged using the
average as the summary of the hybridization values.
2.3.3. Diﬀerential Gene Expression. Diﬀerential gene expres-
sion was carried out using the Limma package from Bio-
conductor (http://www.bioconductor.org/) [22]. To account
for multiple testing eﬀects, P-values were corrected using the
false discovery rate [23].
2.3.4. Functional Analysis. FatiScan, a variant of the gene
set enrichment algorithm that detects significant up- or
downregulated blocks of functionally related genes from a list
of genes ordered by diﬀerential expression [24], was used to
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detect activations or deactivations in biological functions or
pathways. FatiScan is part of the Babelomics suite. FatiScan
can search blocks of genes that are functionally related by
diﬀerent criteria such as gene ontology terms or KEGG
pathways.
2.4. Real-Time RT-PCR. Quantitative real-time PCR was
performed for selected genes (SOCS-1, -3, -5, IL-10, and
TGF-β1) on a 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Warrington, UK). TaqMan PCR was performed
using a 20 μL final reaction volume containing 10 μL of
TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Branchburg, NJ, USA), 1 μL of 20X Assays-on-Demand Gene
Expression Assay Mix, and 9 μL of cDNA diluted in RNase-
free water. Each assay was performed in triplicate. The PCR
conditions used in all reactions were 2 min at 50◦C and
10 min at 95◦C, with 40 two-step cycles (95◦C for 15 s
and 60◦C for 60 s). Assays-on-Demand Gene Expression
primers specific for SOCS1, SOCS3, SOCS5, IL-10 and TGF-
β1 and rRNA (used as an endogen) were obtained from
Applied Biosystems (http://www.appliedbiosystems.com/).
The genes analyzed in this study were examined for
their relative expression by means of the ΔΔCT method
[25].
2.4.1. Western Blot Analysis. Lung lysates were prepared
in 20 mM Tris-HCl, PH 8.0, 30 mM Na4P2O7, 40 mM
NaCl, 5 mM EDTA, 1% NP-40, 2 mM Na3VO4, and 1 mM
PMSF with a protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich).
The lysates (10–20 μg total protein) were resolved by SDS-
PAGE and analyzed by Western blotting. The blots were
incubated for 60 min with a 1 : 400 dilution of primary rabbit
anti-SOCS3 (Cell Signalling, Technology) or anti-β-actin
antibody. The secondary antibody, HRP-conjugated donkey
anti-rabbit IgG, was diluted 1 : 10000. Chemiluminescent
protein bands were detected by an ECL detection system
(Amersham Biosciences) according to the manufacturer’s
protocol.
2.5. Immunohistochemistry. The lungs were instilled with
neutral buﬀered Formalin in PBS, pH 7.2, the trachea
was tied oﬀ, and the lungs were immersed in Formalin
overnight. After fixation, the lung tissues were embedded in
paraﬃn and cut into 6-μm-thick sections. Tissue sections
(6 μm) were deparaﬃnized with xylene and dehydrated with
a series of graded alcohol solutions to automation buﬀer
(AB) consisting of 5% NaCl and 2% HCl (Biomeda, Foster
City, CA). Endogenous peroxidase was blocked in methanol
and 3% (vol/vol) H2O2 for 15 min. After the sections were
washed twice, blocking was performed with BSA 4% and
normal goat serum 6% in PBS % 20 min at 25◦C. The
slides were incubated with a primary rabbit anti-SOCS3
antibody (Cell Signalling, Tech) at 60 μg/mL for 30 min at
room temperature. For detection of SOCS3, a rabbit Elite kit
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) was used as follows:
sections were washed twice with AB and then incubated
for 30 min with a 1 : 400 dilution of biotinylated secondary
goat antirabbit IgG. Slides were washed again and incubated
with the Elite avidin-biotin complex (Vector Laboratories)
for 30 min. For staining, slides were washed 5 times with
AB, and then the antibody complex was visualized using a
diaminobenzidine tablet (10 mg; Sigma Chemical, St. Louis,
MO) dissolved in 20 mL ofAB containing 12 μL of 30%
H2O2 for 6 min in the dark. All slides were then rinsed
in running tap water, counterstained with hematoxylin
(Harelco, Gibbstown, NJ), dehydrated through a series of
graded alcohols to xylene, and covered with a coverslip with
Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ).
2.6. Statistical Analysis. The data from real-time RT-PCR
were expressed as geometric mean and standard deviation
(SD) values for a group size of 10–20 from three diﬀerent
experiments. Results were compared and evaluated using the
Kruskal-Wallis test and Dunn’s posttest multiple comparison
test. Statistical significance was recognized at P ≤ .05.
Statistical analyses were performed using GraphPad InStat3
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
3. Results
3.1. Diﬀerential Gene Expression. We used microarrays to
profile expression of over 37,169 genes in lung tissues from
six mice with asthma (OVA group), 8 mice treated with
plasmid encoding Gal-3 gene (pEGFP-Gal-3 group), and five
from the negative control group (SS group). Diﬀerential gene
expression in each group was compared with that observed in
other groups. OVA mice exhibited higher mRNA expression
of TGF-β, SOCS-1, SOCS-3, IL17A, and IL17F than that seen
in the pEGFP-GAL-3 mice. When comparing the pEGFP-
Gal-3 and the SS groups, only 2 genes were uprepresented
while for the OVA and the SS groups, 977 were uprepresented
and 788 downrepresented (adjusted P-value < .05).
3.2. Gene Ontology. The FasScan test for gene set enrichment
analysis was applied to analyze the transcriptional profiles
of mice treated with pEGFP-Gal-3 versus the untreated
OVA group. We observed a significant upregulation of
several biological processes and a downregulation of another
(adjusted P-value <.05, Figure 1) at level 4 of gene ontology.
Additional analysis of gene biological function revealed
gene enrichment in several pathways. Interestingly, some of
these pathways presented an overexpression of core genes
in OVA mice and underexpression in Gal-3-treated mice
(SOCS, TGF-β, and IL-10). Table 1 shows the diﬀerentially
expressed genes within these functional categories.
3.3. Downregulation of SOCS1 and SOCS3 Gene Expression
by Gal-3 Treatment. Considering the results obtained by
microarray, we set out to discover whether Gal-3 treatment
aﬀected SOCS expression. SOCS1, SOCS3, and SOCS5 gene
expression levels were analyzed by real-time quantitative
PCR in lung tissue from mice groups.
When mice were treated for 12 weeks with Ag and
pEGFP-Gal-3, the relative level of SOCS1 and SOCS3 expres-
sion was significantly lower than it was in OVA-exposed
mice without gene treatment: 1.103 versus 5.69 P < .001























































Figure 1: Biological pathway up- and downregulated in OVA versus pEGFP-GAL. Red indicates the biological processes overrepresented in
the OVA group (percentage >50), and blue indicates that these pathways are overrepresented in the pEGFP-Gal-3 group (percentage <50).
Table 1: Genes included in upregulated gene ontology pathways in OVA versus pEGFP-GAL 3 comparison.
Biological process (GO database) Genes
Inflammatory response IDO1, IL17A, IL17B, IL17F, IL1A, IL25, TGFB1, IL6, IL4, FOXP3, JAK2, STAT5A, TLR4
Regulation of immunoglobulin
mediated immune response
BCL6, FOXP3, FCG2B, IGH7, TNF, TGFB1, IL4, STAT6, IGH1A, IGH3, IGH7, C3, IL27RA
Negative regulation of
inflammatory response
IL10, FOXP3, TGFB, SOCS3, IL2, TNF1B, AD, FOXF1A, IL2RA, ZFP36
Cytokine biosynthetic process
ADAM3, GATA3, IGF2BP1, IL12B, MAP2K3, IL6, FOXP3, IL-10, NFKB1, BCL3, INFG, IL1B, TNF,
WNT5A, IL21, IL1A, STAT5, IL17F
T-cell-mediated immunity IL4RA, BCL6, TGFB, IL20RB, IL2RA, IDO, FOXP3, CD27, CD74, LAG3, CASP3
Cytokine and chemokine
mediated signalling pathway
ILR1, IL23R, IL2RB, IL3, IL5, JAK1, JAK3, SOCS1, SOCS3, SOCS5, STAT1, STAT3, STAT5A,
STAT5B, IL6, IL6RA, TNF
Leukocyte degranulation P4K2A, RAB27A, IGH7, HMOX1, FOXF1A, FCER1A, FCER1G, PRAM1
GO: Gene Ontology.
and 1.14 versus 3.47 P < .01, respectively, representing
nearly 80.6% and 67.15% inhibition (Figures 2(a) and 2(b)).
However, treatment with empty plasmid did not significantly
modify SOCS expression in comparison with the OVA group.
Moreover, statistically significant diﬀerences were observed
upon comparing groups treated with empty plasmid and
plasmid-encoding Gal-3 in SOCS1 and SOCS3 expression,
respectively (P < .01).
There was no significant change in the levels of SOCS5
gene expression (Figure 2(c)).
3.4. Forced Gal-3 Expression by Gene Therapy Inhibits SOCS3
Protein Expression. To ascertain whether the same eﬀect
was observable in protein expression, we performed a
Western blot analysis in lung tissue using an anti-SOCS3
antibody. As depicted in Figure 3(a), higher SOCS3 protein
expression was detected in the lungs of the OVA group
of mice. The pEGFP-Gal-3 and SS groups showed low
constitutive expression of SOCS3. Figure 3(b) shows SOCS3
protein expression quantified by densitometry and normal-
ized by β-actin. The results indicate that SOCS3 was more













































































Figure 2: Semiquantitative expression of SOCS1, SOCS3, and SOCS5 genes in lungs after twelve weeks of OVA exposure. Relative mRNA
levels of SOCS1 (a), SOCS3 (b), and SOCS5 (c) gene expression in lungs of diﬀerent groups of mice were determined by real-time quantitative
PCR. Values were normalized with rRNA gene used as endogen. Black bars represent the OVA group (n = 15), white bars the pEGFP group
(n = 15), shaded bars the pEGFP-Gal-3 group (n = 20), and gray bars the SS group (n = 10). The results show relative gene expressions,
as determined by the ΔΔCT method, after twelve weeks of antigen exposure. Significant diﬀerences in SOCS3 and SOCS1 (∗∗P < .01 and
∗∗∗P < .001) expression levels were obtained for the pEGFP-Gal-3 versus the OVA and pEGFP groups.
strongly expressed in the lungs of asthmatic mice than
in the plasmid encoding Gal-3 gene and negative control
mice.
3.5. Accumulation of SOCS3-Expressing Cells in the Lungs of
Asthmatic Mice Is Inhibited by Gal-3. Accordingly, immuno-
histochemical analysis was then used to examine SOCS3
protein expression at the inflammatory site. In the OVA- and
pEGFP-treated mice, SOCS3-expressing cells were present in
high numbers at the inflammatory site (Figures 4(b) and
4(c)) and in airway epithelial cells. Whereas the Gal-3-treated
mice displayed no SOCS3-expressing cells (Figure 4(d)), the
appearance of the lungs was similar to that of the control
mice (Figure 4(a)).






































Figure 3: Western blot of SOCS3. (a) Protein extract from lungs
was separated by 12% SDS-PAGE and blotted onto nitrocellulose
membranes. Detection of SOCS3 was performed with goat anti-
mouse IgG. Actin was used as the internal control. (b) SOCS3 bands
were quantified by densitometry and corrected by actin expression.
Densitometric analysis reveals a strong expression of SOCS3 protein
in the OVA group, compared with the pEGFP-Gal-3 and SS groups.
Data are expressed as the geometric mean ± SD, n = 4, ∗P < .05.
3.6. SOCS1 and SOCS3 Aﬀect Production of Both IL-10
and TGF-β1 after Gene Inhibition with Gal-3. Activated T
cells migrate to the lungs and release inflammatory and
regulatory cytokines to orchestrate the allergic response.
Given the diﬀerential SOCS3 expression in groups of mice
(Gal-3-treated versus OVA), we predicted that regulatory
cytokines would be aﬀected by the relatively low levels
of SOCS1 and SOCS3 expression in Gal-3-treated mice.
We, therefore, assessed the eﬀect of Gal-3 gene therapy
on regulatory cytokine levels (IL-10 and TGF-β1) in lungs
after 12 weeks of chronic OVA-challenge. When the mice
were treated for twelve weeks with antigen and pEGFP-
Gal-3, the relative level of IL-10 and TGF-β1 expression
was significantly lower than it was among OVA-exposed
mice without gene treatment: 1.2 versus 4.4 and 1.4 versus
10.5 P < .001, representing nearly 72.72% and 86.60%
inhibition, respectively (Figure 5). However, treatment with
empty plasmid did not significantly modify IL-10 and TGF-
β1 expression compared to the OVA group.
4. Discussion
The present study used microarray technology to define the
patterns of expression associated with Gal-3 gene therapy in
lungs of asthmatic mice. In particular, we compared gene
expression in lungs from OVA and pEGFP-Gal-3 groups. We
identified a “Gal-3 treated signature” gene-expression profile
that was induced in the OVA mouse lung by exposure to
Gal-3. This signature profile included several genes related
to lung development, inflammatory response, and so forth.
One of the most important findings of this study is the failure
to identify a sole induced gene despite the fact that several
pathways were indeed induced or underregulated. This is not
surprising because asthma is a complex disease with many
factors.
Traditional strategies for gene expression analysis have
focused on identifying individual genes that exhibit dif-
ferences between two states of interest. Although useful,
they fail to detect complex biological processes that are
distributed across a network of genes and are subtle at the
level of individual genes. Also, high variability between mice
and limited sample sizes make it diﬃcult to distinguish
gene diﬀerences. Thus, an analytical strategy, Gene Set
Enrichment Analysis, has been designed to detect coordinate
changes in the expression of groups of functionally related
genes [25].
The analysis of gene biological function revealed gene
enrichment in several pathways when comparing the
OVA and pEGFP-Gal-3 groups. Interestingly, inflammatory
response, leukocyte activation, and cytokine production
processes presented a significant overexpression in mice
from the OVA group compared to mice treated with
Gal-3 gene therapy. These data were consistent with our
previous results [16]. One of the pathways that underwent
significant enrichment in OVA mice in comparison to
the pEGFP-GAL-3 mice group were the processes impli-
cated in negative regulation of inflammatory response.
Prominent among this class of intracellular regulators
are members of the SOCS family of proteins [3, 26].
Significant interest in the SOCS family stems from the
belief that SOCS proteins may integrate multiple cytokine
signals and mediate cross-communication between antag-
onistic cytokines produced by diﬀerent cells through their
inhibitory eﬀects on cytokine receptors and signaling
molecules.
SOCS proteins exercise negative regulation for many
aspects of cytokine signaling. Hence, some members of the
SOCS protein family (SOCS1, 3 and 5) participate in the
regulation of Th1/Th2 balance [27, 28].
We confirmed microarray data using real-time quan-
titative PCR, demonstrating that mice treated with Ag
and pEGFP-Gal-3 showed significantly lower levels of
SOCS1 and SOCS3 expression than OVA-exposed mice not
receiving gene treatment. These data are in concordance











Figure 4: Immunohistochemical expression of SOCS-3 in lung tissue from A/J mice. (a) Saline control group (untreated). (b) Positive
control group (OVA group) with chronic allergic airway inflammation. (c) pEGFP group, OVA immunized animals treated with empty
plasmid. (d) pEGFP-Gal-3 group, OVA immunized animals treated with plasmid encoding Gal-3. (e) Control using normal goat IgG instead
of goat anti-SOCS3 antibody. The picture is a representative example of 5 mice, all displaying similar results.
with other studies described in the literature in which
no diﬀerences were found in SOCS5 gene-expression lev-
els between healthy patients and those with asthma or
atopic dermatitis. Nevertheless, SOCS3 expression levels
are high in T cells from patients with this allergic disease
[29].
In the group of mice receiving plasmid with Gal-3 gene
by intranasal administration, we obtained values similar in
SOCS3 and SOCS1 gene expression to those of the healthy
group and lower than those of the other two groups of
asthmatic mice that had not received pEGFP-Gal-3. This
suggests that gal-3 may be exercising some direct or indirect
eﬀect on the transcription of the genes of SOCS3 and
SOCS1.
The impact of gal-3 therapy on SOCS3 was further
confirmed by Western blot and by immunohistochemical
analysis. Accumulation of SOCS3-expressing cells at the
inflammatory site coincides with accumulation of inflam-
matory cells. In the mice treated with Gal-3, however, there
was a correlation between non-SOCS3-expressing cells and
absence of inflammatory cells, probably due to the fact that
SOCS3 is predominantly expressed in Th2 cells. These results
suggest that migration of SOCS3-expressing cells may be
implicated in the development and exacerbation of lung
inflammation, therefore suggesting that downregulation of
SOCS3 expression by Gal-3 inhibits development of lung
inflammation. In brief, the protein expression results were
similar to those yielded by gene expression analysis.
Activated T cells migrate to the lungs and release
inflammatory and regulatory cytokines to orchestrate the
allergic response. We, therefore, assessed the eﬀect of Gal-3
gene therapy on lung regulatory cytokine levels (IL-10
and TGF-β1) after 12 weeks of chronic OVA-challenge.
Our results indicated that IL-10 and TGF-β1 may be
intermediary cytokines involved in SOCS3 expression. Also
appearing in Table 1 are IL17A, IL17B, IL17F, TGFB1,
FOXP3, IL10, SOCS3, SOCS1, SOCS5, and STAT3 as genes
that are up-regulated in Gene Ontology pathways in OVA
versus pEGFP-GAL 3 mice, all of which are implicated
in regulatory immune response. In a finding similar to
ours, McGee et al. observed that the therapeutic eﬀect of
FMS-like tyrosine kinase 3 (Flt3) in reversing the hall-
marks of allergic asthma in a mouse model is mediated
by decreasing TGF-β, which in turn decreases Th17 cells
and the expression of SOCS1 and SOCS3 in the lung
of asthmatic mice [30]. Also, there is increasing evidence
showing that IL-10 induces SOCS3 gene expression through
the activation of STAT3, which activates the SOCS3 promoter
[31].
This study demonstrates that SOCS proteins are impli-
cated in the mechanism whereby Th2 allergic asthma is
inhibited by Gal-3. The role of Gal-3 in TH1/Th2 immune


























































Figure 5: Eﬀect of Plasmid with Gal-3 on Quantitative Expression of Cytokine Genes in lungs after Twelve Weeks of OVA Exposure. Relative
mRNA levels of IL-10 (a) and TGF-β1(b) gene expression in lungs from diﬀerent groups of mice were determined by real-time quantitative
PCR. Values were normalized with the rRNA gene used as an endogen. Black bars represent the OVA group (geometric mean± SD, n = 15),
white bars the pEGFP group (geometric mean ± SD, n = 15), shaded bars the pEGFP-Gal-3 group (geometric mean ± SD, n = 20), and
gray bars the SS group (geometric mean ± SD, n = 10). The results show relative gene expressions, as determined by the ΔΔCT method,
after twelve weeks of antigen exposure. Significant diﬀerences in IL-10 and TGF-β1 (∗∗∗P < .001) expression levels were obtained for the
pEGFP-Gal-3 versus the OVA and pEGFP groups. In the case of empty plasmid, no significant diﬀerences were found with respect to the
OVA group.
and inflammatory responses appears to vary according to the
experimental models used (administration of Gal-3 versus
Gal-3 null animals) [15, 16, 32]. We provide evidence of
a correlation between treatment with Gal-3 and inhibition
of SOCS1 and SOCS3 expression in lungs. These results
suggest that negative regulation of SOCS1 and 3 by Gal-3
treatment could be a good therapeutic approach in allergic
diseases.
Accordingly, one of the new models of therapy for allergic
diseases could entail targeting SOCS3 by using a Gal-3
gene therapy approach via inhibition of Th2 response. Such
an immunomodulatory approach may have the beneficial
eﬀect of controlling the appropriate balance of the immune
system.
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Asthma and nonasthmatic eosinophilic bronchitis (NAEB) are respiratory disorders characterized by a predominance of Th2 cells
and eosinophilic inflammation. Suppressors of cytokine signaling (SOCS) proteins play an important role in Th2-mediated allergic
responses through control of the balance between Th1 and Th2 cells, particularly, SOCS3 and SOCS5. The aim of this study was
to analyze SOCS expression in human peripheral blood eosinophils from patients with asthma, NAEB and healthy controls. SOCS
expression in eosinophils from subjects was demonstrated by diﬀerent techniques. Results showed that expression of SOCS3 in
eosinophils and CD4 T cells from patients was higher than in healthy subjects. In addition, we demonstrated that prostaglandin E2
(PGE2) and Th2 cytokines are able to upregulate SOCS3 production in eosinophils and attenuate its degranulation. In conclusion,
eosinophils are able to transcribe and translate SOCS3 protein and can contribute to the regulation of the Th1/Th2 balance through
SOCS3 production.
1. Introduction
Th2 respiratory disorders, such as asthma, allergic rhinitis,
and nonasthmatic eosinophilic bronchitis (NAEB), have
been major public health problems in the last two decades.
NAEB was originally described by Gibson et al. [1] and
has subsequently been recognized as an important cause of
chronic cough [2]. Asthma and NAEB are associated with a
similar T-helper type 2 cytokine-driven airway inflammation
[3, 4]. However, airway hyperresponsiveness and variable
airflow obstruction, which are the hallmarks of asthma, are
not present in NAEB.
Inflammatory mediators and cytokines play essential
roles in the control of immune system; they not only
act as growth factors, but also regulate the diﬀerentiation,
maintenance, and activation of naı¨ve eﬀectors and the
memory state of immune cells [5]. The Th1/Th2 balance
determines the nature of an immune response [6]; however,
the mechanism by which Th1 and Th2 cytokines cross-
regulate the immune response remains unclear.
In both physiologic and pathologic conditions, cytokine
function is strictly controlled. Cytokine signaling pathways
are negatively regulated by the so-called suppressor of
cytokine signaling (SOCS) family of proteins. There are eight
members of the CIS-SOCS family [7]. Several reports have
indicated that SOCS proteins are necessary for regulation
of normal immune responses [8]. SOCS proteins not only
act as simple negative-feedback regulators, but they are also
involved in fine-tuning the immune response and in the
crosstalk of complicated cytokine signal networks. Since
cytokines are constantly present in the microenvironment
of immune cells, signal regulation by SOCS-family proteins
may be important for the proper progress, remission, and
relapse of an immune response. Therefore, SOCS1, SOCS3,
and SOCS5 participate in CD4+ Th-cell diﬀerentiation
and in Th1/Th2-cell balance [9]. SOCS3 is predominantly
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expressed in Th2 cells and inhibits Th1 diﬀerentiation [10–
12]. Conversely, SOCS5 is predominantly expressed in Th1
cells and inhibits Th2 diﬀerentiation [8, 13]. The cyclo-
oxygenase product, prostaglandin E2 (PGE2), is produced
by several cells in human airways, including the epithe-
lium [14] and smooth muscle [15]; PGE2 is produced
during inflammatory responses, and increased levels of PGE2
mediate some of the cardinal features of inflammation. In
contrast, several studies suggest that in addition to its pro-
inflammatory actions, PGE2 may also exert strong anti-
inflammatory and bronchoprotective eﬀects in patients with
bronchial asthma [15–18]. Recently, it has been demon-
strated that prostaglandins are capable of inducing SOCS3
expression [19–21]; moreover, we have reported that PGE2
is present in lung from subjects with NAEB and asthma
[22], diseases that are characterized by high eosinophil
counts. Thus, PGE2 may represent an endogenous protective
mechanism in the airways as a modulator of immune
responses.
The SOCS implication in Th1/Th2 balance regulation
and allergic phenotypes suggests a range of new therapeutic
strategies that could reduce Th2-induced inflammation and
eosinophilia. For these reasons, we determined if eosinophils,
the characteristic inflammatory cells of asthma and NAEB,
are able to express mRNA and synthesize SOCS3 protein,. In
addition, we tested the hypothesis that both Th2 cytokines
and PGE2 upregulate SOCS3 expression in eosinophils. This
study reports SOCS3 production by eosinophils, a process
which is regulated by cytokines and PGE2.
2. Materials andMethods
2.1. Subjects. Eight subjects with NAEB, 6 subjects with
asthma, and 9 healthy control subjects were recruited from
the Fundacio´n Jimenez Dı´az Allergy clinic outpatients and
staﬀ. The investigation has been conducted according to
the principles expressed in the Declaration of Helsinki.
The study was approved by the Ethical Committee from
Fundacio´n Jimenez Dı´az, and informed consent of all partic-
ipating subjects was obtained. Blood samples were obtained
from adult donors. Total IgE levels were measured using
the immunoCAP immunoassay system (Phadia, Uppsala,
Sweden) and PGE2 levels by ELISA kit (Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, MI, USA).
Subjects with asthma had a consistent history of the
disease and objective evidence of asthma (as defined by the
American Thoracic Society) [23] for at least 6 months. These
patients either showed a greater than 12% improvement in
FEV1, 10 minutes after administration of 500 μg of inhaled
terbutaline, or had methacholine airway hyperresponsive-
ness (PC20 methacholine <16 mg/mL). Patients with asthma
had mild persistent disease [24] and were clinically stable.
None had a history of respiratory infection for at least the
6-week period preceding the study. We included both atopic
and nonatopic patients in the asthmatic group, since no
diﬀerences in the parameters assessed for both sets of patients
had been observed previously.
The subjects with NAEB had an isolated cough last-
ing >8 weeks, no symptoms suggesting variable airflow
obstruction, normal spirometric values, a methacholine PC20
value >16 mg/mL, a normal chest radiograph, and sputum
eosinophilia (sputum eosinophils >3%).
For patients who were receiving inhaled corticosteroids,
the drugs were withdrawn for at least 2 weeks before sputum
induction. No patient was receiving oral corticosteroids (for
at least 6 months prior to the study), leukotriene receptor
antagonists, aspirin, or any other cyclooxygenase inhibitor.
2.2. Eosinophil and CD4 T Cell Purification. Eosinophils
and CD4 T cells were purified from peripheral blood
of healthy control and patient donors using a two-step
procedure. First, the polymorphonuclear and mononuclear
cell fractions were obtained by Ficoll gradient centrifugation.
The second step involved removal of residual cells from the
polymorphonuclear cell fraction. For eosinophil purifica-
tion, CD2, CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD36, CD56,
CD123, and glycophorin A positive cells were discarded by
a magnetic bead separation technique, as described in the
manufacturer’s procedure (EasySep; StemCell Technologies,
Vancouver, Canada). The CD4 T cell purification from the
mononuclear fraction was achieved using a similar protocol
by removing monocytes, CD8 T cells, B cells and others
by a magnetic bead separation technique, using CD14,
CD16, CD19, CD20, CD36, CD56, CD123, TCRγ/δ, and
glycophorin A antibodies. Remaining cells were CD4 T
cells. The viability and purity of the cells were assessed by
staining with trypan blue and flow cytometry, respectively.
Eosinophils are defined as CCR3+CD16−cells, so we mea-
sured purity of eosinophils staining cells with fluorochrome-
conjugated anti-CCR3 (CCR3-FITC) and anti-CD16 (CD16
PE) antibodies by flow cytometry. The viability and purity
were routinely >98%.
2.3. Bronchial Biopsies. Bronchoscopies were performed
(healthy controls n = 2, asthma n = 2, and NAEB n = 4)
using a flexible fiberoptic or rigid bronchoscope. Biopsies
were taken from the subcarinae of the left or right lower
lobe using fenestrated forceps and finally immersed in Trizol
reagent and frozen at −80◦C until use.
2.4. Eosinophil Culture. Purified eosinophils from healthy
control, asthmatics, and NAEB subjects were plated at
1 × 106 cells/mL in RPMI 1640 with 10% fetal bovine
serum, 100 U/mL penicillin, and 100 μg/mL streptomycin at
37◦C and 5% CO2. Cells were then treated with diﬀerent
doses of recombinant human IL-4 or IL-5 (0.1, 1, and
10 ng/mL; Bender MedSystem, Vienna, Austria) or IL-13
(0.5, 10 and 50 ng/mL; R&D System, MN, USA) or PGE2
(10−4 and 10−6 M; Cayman Chemical Company, Ann Arbor
MI, USA) or IFNγ (5, 10, 20 ng/mL; R&D System, MN,
USA) for diﬀerent time periods (30–120 min). All conditions
were performed in triplicate, in at least 4 independent
experiments.
2.5. Confocal Microscopy. Purified eosinophils (5× 105 cells/
mL; 100 μL/slide) were adhered to slides by cytocentrifuga-
tion (Shandon Southern Instruments, Waltham, MA, USA).
Adhered eosinophils were fixed and permeabilized with
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methanol and 0.1% Triton, respectively, and blocked with
4% BSA and 6% normal goat serum in PBS, washed, then
incubated with SOCS3 antibody at 100 μg/mL (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) or rabbit IgG as
control, during 1 hour at room temperature. The slides were
washed again and then exposed to Texas Red conjugated goat
antirabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) overnight
at 4◦C. The slides were observed by confocal microscopy
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). The fluorescence
intensity over the area of a single cell was integrated, and
nonspecific fluorescence (negative control) was subtracted.
Net fluorescence intensity was divided by the average area of
the eosinophil in μm2 and expressed as fluorescence intensity
units (FIU)/μm2. For statistical analysis, average net intensity
values were calculated from a minimum of 100 cells per
sample.
2.6. Immunocytochemistry. Slides with purified eosinophils
were treated with methanol and 3% hydrogen peroxide in
PBS to block endogen peroxidase. Then, slides were blocked
with 4% BSA and 6% normal goat serum in PBS, washed,
and then exposed to SOCS3 antibody at 60 μg/mL or rabbit
IgG as control for 30 min at room temperature, and stained
with the LSAB and System HRP Kit, according to the
manufacturer’s instructions (DAKO, Carpinteria, CA, USA).
The slides were then lightly stained with hematoxylin and
examined.
2.7. Western Blot Analysis. The lysates from purified
eosinophils (10 μg total protein), and 5 μg recombinant
SOCS3 (rSOCS3) as positive control (Santa Cruz Biotech-
nology, Inc.), were resolved on SDS-PAGE and analyzed
by Western blotting, using a 1 : 200 dilution of SOCS3
antibody or rabbit IgG as isotype control. The secondary
antibody, HRP-conjugated goat antirabbit IgG (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), was diluted 1 : 1000.
Chemiluminescent protein bands were detected by an
ECL detection system (Amersham Biosciences, GE Health-
care, Buckinghamshire, UK) according to the manufacturer’s
protocol. The protein concentration was estimated according
to the method of Bradford [25].
2.8. RNA Extraction and Real-Time Quantitative PCR
of SOCS3 and SOCS5. Total RNA was extracted from
eosinophils, CD4 T cells, and bronchial biopsies according to
TRIzol reagent protocol (Invitrogen Life Technologies, CA,
USA). Bronchial biopsies were homogenized previously. Two
micrograms of RNA were DNase treated, followed by reverse
transcription according to the kit instructions (Applied
Biosystems, Warrington, UK). TaqMan PCR was performed
using a 20 μL final reaction volume containing 10 μl of
TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Branchburg, NJ, USA), 1 μl of 20X Assays-on-Demand Gene
Expression Assay Mix, and 9 μl of cDNA diluted in RNase-
free water. Each assay was performed in triplicate. The PCR
conditions used in all reactions were 2 min at 50◦C and
10 min at 95◦C, with 40 two-step cycles (95◦C for 15 s
and 60◦C for 60 s). Assays-on-Demand Gene Expression
primers specific for SOCS3, SOCS5, and rRNA (used
as an endogen) were obtained from Applied Biosystems
(http://www.appliedbiosystems.com/). The genes analyzed in
this study were examined for their relative expression by
means of the ΔΔCT method [26].
2.9. Eosinophil Degranulation. To determine the release
of eosinophil peroxidase (EPO) from purified human
eosinophils, cells were resuspended in assay buﬀer (PBS,
0.1% BSA, 10 nm HEPES, 10 nm Glucose; pH: 7.4) at
1 × 106 cells/mL, mixed with cytochalasin B (10 μg/mL),
and 50-μL aliquots were loaded into the wells of a 96-
well microplate. Cells were stimulated with 20 μL of C5a
(300 nM) for 20 min at 37◦C. Thereafter, 60 μl of H2O2
(1 mM) were added to each well to start the peroxidase
reaction. To detect the reaction, 70 μl of 2.8 mM tetram-
ethylbenzidine was used. Following incubation for 1 min
at room temperature, the peroxidase reaction and the
color development were stopped with 4 M acetic acid [27].
Microplates were analyzed on a bench reader at a wavelength
of 630 nm. Data were expressed as the percentage of the
maximal control response (C5a at 300 nM).
2.10. Statistical Analysis. The subject characteristics were
described using descriptive statistics and expressed as geo-
metric mean and standard deviation (SD), and median and
range.
Results were compared and evaluated using the Kruskal
Wallis test and posttest Dun’s multiple comparison tests.
Correlation coeﬃcients and statistical significance were
determined using Spearman correlation coeﬃcient. Statis-
tical significance was recognized at P ≤ .05. Statistical
analyses were performed using GraphPad InStat3 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA).
3. Results
3.1. Clinical Characteristics of the Subjects. Eight subjects
with NAEB, six subjects with asthma, and nine healthy
control subjects were recruited from the Fundacio´n Jimenez
Dı´az Allergy Clinic outpatients and staﬀ. The subjects’
clinical characteristics are shown in Table 1.
The age of asthma and NAEB patients was very similar
(41.75 ± 8.94 and 38.55 ± 12.06 years, resp.), and no
diﬀerences existed in the evaluated parameters as a function
of age or gender in adult patients with asthma or NAEB.
Predicted values for FEV1 fell within a normal range,
although asthmatic patients showed a significant decrease
compared to healthy control subjects and NAEB patients
(P < .05). The median percentage of eosinophils on whole
blood was significantly higher in the subjects with NAEB
and asthma than in healthy control subjects (4.4%, 2.66%,
and 0.14%, resp.; P < .01 and P < .05). In concordance
with these data, sputum eosinophils were also statistically
higher in NAEB and asthma patients than in healthy controls
(15.9%, 15.1%, and 2.1% resp.). No significant diﬀerences
were observed in the eosinophil count between patients with
asthma and patients with NAEB, as shown in Table 1. The
IgE level in patients with NAEB and asthma was significantly
higher than in healthy controls (P < .05). There was
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Table 1: Clinical characteristics of study subjects.
Healthy controls Nonasthmatic eosinophilic bronchitis (NAEB) Asthma
N 9 8 6
Age (years) 23 (20–30) 40 (31–55) 37(21–61)
Male (%) 4 (44.4%) 4 (50%) 3 (50%)
Atopy (%) 0 5 (62.5%) 3 (50%)
FEV1 predicteda 105 (100–129) 108.95 (96–115)§ 99,47 (73–110)∗
FEV1/FVCa 85 (79–92) 80.6 (74.5–89.6) 78,91 (77.6–95.2)
Total IgE (kU/L)a 21.15 (4.52–144) 163 (34.50–605)∗ 65.2 (57.6–360)∗
Eosinophil count (%) 0.14 (0–3.32) 4.40 (1.5–8.39)† 2.66 (1.34–7.92)∗
Sputum eosinophils (%)a 2.1 (0.1–9.7) 15.9 (2–35) 15.1 (0.6–52.3)
PGE2 in sputum supernatant (pg/mL)a 2.89 (0.78–5.28) 15.582 (3.81–1336)∗ 33.8 (12.9–54.7)
FVC: forced vital capacity, FEV1: forced expiratory volume in the first second.
aMedian (range).
∗P < .05 (versus healthy control; Kruskal Wallis test; posttest Dunn’s multiple comparison test).
†P < .01(versus healthy control; Kruskal Wallis test; post test Dunn’s multiple comparison test).
§P < .05 (versus asthma patients; Kruskal Wallis test; post test Dunn’s multiple comparison test).
a tendency toward higher levels of PGE2 in patients with
NAEB (P < .05) and asthma (not significant).
3.2. SOCS Gene Expression Correlates with Th2 Respira-
tory Disorders. Asthma and NAEB are allergic diseases
characterized by massive infiltration of eosinophils and T
cells secreting Th2 cytokines into the pathologic site. We
therefore examined whether purified CD4 T cells (>98%)
from patients with NAEB and asthma had higher levels of
SOCS3 gene expression as consequence of the preferential
development of Th2 cells. Expressions of SOCS3 and SOCS5
mRNA were analyzed by real-time quantitative PCR in
peripheral CD4 T cells from adult patients with NAEB,
asthma and healthy controls.
The expression of SOCS3 mRNA in patients with
asthma and NAEB was significantly higher than in healthy
individuals (P < .05 and P < .01, resp.; Figure 1(a)); however,
no significant diﬀerence was observed in the expression of
SOCS5 between patients and controls (Figure 1(b)).
3.3. Eosinophils from Donors with Th2 Respiratory Disor-
ders Exhibit Increased SOCS3 mRNA Expression in Com-
parison to Normal Eosinophils. Because the accumulation
of eosinophils is a feature of both asthma and NAEB,
we determined if eosinophils are able to transcribe and
translate mRNA for SOCS3. Thus, SOCS mRNA expression
in purified eosinophils (>98%) from patients and healthy
individuals was studied. SOCS3 mRNA levels in patients
with NAEB were higher than in healthy controls (P < .01,
Figure 1(c)); although there was a weak SOCS3 level increase
in patients with asthma (1.51-fold), it did not reach statistical
signification versus healthy subjects. SOCS5 expression was
higher in eosinophils from patients, but there were no sig-
nificant diﬀerences between the patient groups and control
subjects (Figure 1(d)). As elevation of serum IgE is a charac-
teristic of patients with NAEB and asthma, we determined
the correlation between serum IgE and the expression of
SOCS3. Individuals with a high expression of SOCS3 had
high levels of serum IgE (P < 03, r: 0.5; data not shown).
3.4. Diﬀerential Expression of SOCS3 mRNA between Bron-
chial Biopsies from Asthmatics and NAEB Patients. The lung
undergoes dramatic changes in asthma and NAEB. Because
SOCS3 is involved in the regulation of the Th1/Th2 axis in
allergic diseases, we measured the SOCS3 mRNA expression
in bronchial biopsies from healthy controls, asthmatics, and
NAEB subjects (Figure 1(e)).
Our results showed that SOCS3 mRNA expression in
bronchial biopsies was strikingly increased (12.7-fold higher)
in subjects with NAEB as compared with asthmatics (P <
.05).
3.5. Identification of SOCS3 in Eosinophils by Immunocy-
tochemistry, Confocal Microscopy, and Immunoblotting. Im-
munocytochemistry, confocal microscopy, and immunoblot-
ting were performed to confirm the expression of SOCS3
in eosinophils. Figure 2 shows an example of highly
purified eosinophil preparations from asthmatics (Figures
2(b) and 2(f)), NAEB (Figures 2(c) and 2(g)) and healthy
subjects (Figures 2(d) and 2(h)), in which eosinophils clearly
show the characteristic bilobular nuclei of mature blood
eosinophils. There were eosinophils positively immunos-
tained for SOCS3 in asthmatics and NAEB samples, as
indicated by the expression of the brown reaction product
(Figures 2(b) and 2(c), resp.) or red fluorescence (Figures
2(d) and 2(h), resp.). The expression of SOCS3 protein
measured as fluorescence intensity was higher in patients
with NAEB (30.56 ± 8.81 FIU/μm2; Figure 2(g)) than in
asthmatics (12.35 ± 5.5 FIU/μm2; Figure 2(f)) whereas in
healthy controls was hardly intense (5.765 ± 2.64 FIU/μm2
Figure 2(h)). Similar results were obtained by immunocyto-
chemistry (Figures 2(c) and 2(b)).
When we examined the distribution of SOCS3 in
eosinophils, using both techniques we showed that SOCS3
immunoreactivity or immunofluorescence was largely con-
fined to the eosinophil cytoplasmic compartment with
granular expression pattern (Figures 2(b), 2(c), 2(f), and
2(g)). The negative control was treated with HRPO isotype
antibody, and the absence of specific staining is revealed




















































































































































Figure 1: Semiquantitative expression of SOCS3 and SOCS5 genes in peripheral blood purified CD4 T cells and eosinophils. Relative mRNA
levels of SOCS3 and SOCS5 in CD4 T cells ((a) and (b)), and eosinophils ((c) and (d)) of healthy controls, asthmatic and NAEB patients were
determined by real-time quantitative PCR. Values were normalized with rRNA gene used as an endogen. Black boxes represent the healthy
control group (mean± SD, n = 9), white boxes represent the asthmatic patient group (mean± SD, n = 6), and lineated boxes represent the
NAEB group (mean ± SD, n = 8). Significant diﬀerences in the levels of SOCS3 expression in CD4 T cells were obtained for asthmatic and
NAEB patients versus the healthy control group (∗P < .05 and ∗∗P < 0.01, resp.). In eosinophils, the SOCS3 level was significantly higher
in NAEB patients than in healthy controls (∗∗P < .01). In the case of SOCS5, no significant diﬀerences were found between the groups. (e)
SOCS3 mRNA levels in bronchial biopsies from healthy controls (mean ± SD, n = 2), asthmatics (mean ± SD, n = 2), and NAEB patients
(mean ± SD, n = 4). Significant diﬀerences in the levels of SOCS3 expression were obtained for asthmatic versus NAEB patients (∗P < .05).
The results represent relative gene expression, as determined by the ΔΔCT method.
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Figure 2: SOCS3 expression in peripheral blood eosinophils from Th2 patients analyzed by immunohistochemical, immunofluorescence,
and Western blot techniques. Eosinophils from asthmatic and NAEB patients within healthy controls were adhered to slides and incubated
with peroxidase-conjugated goat antirabbit IgG against SOCS3 antibody ((b), (c), and (d)) or rabbit IgG as a control (a), and Texas Red
conjugated goat antirabbit IgG against SOCS3 antibody ((f), (g), and (h)) or rabbit IgG as a control (e). The slides were observed by optical
((a), (b), (c), (d)) or confocal ((e), (f), (g) and (h)) microscopy. Western blot analysis of the cytosolic extract of purified eosinophils was
achieved using antibody against SOCS3 (i). Lane 1: recombinant SOCS3 was loaded as a positive control; lane 2: eosinophil lysate from NAEB
patients; lane 3: eosinophil lysate from healthy control patients; lane 4: isotype negative control. The picture is a representative example of
5 individuals, all displaying similar results. (j): SOCS3 bands were quantified by densitometry and corrected by actin expression; data are
expressed as the mean ± SD, n = 5, ∗P < .05 (2: NAEB; 3: healthy patients).
Figure 2(a). Also, Figure 2(e) represents images taken from
Texas Red isotype control, and demonstrates that there was
negligible autofluorescence or nonspecific binding in these
samples.
Finally, SOCS3 protein production by eosinophils was
verified by Western blot, using SOCS3 antibody (Figure 2(i)).
The result pointed out a protein band with a similar molec-
ular weight to the commercial positive control (rSOCS3,
38 kDa) in the protein lysates of highly purified eosinophils
from patients with NAEB and control subjects. The SOCS3
levels were quantified by densitometry and normalized
to actin levels (Figure 2(j)), and the data demonstrated
that the quantified band was statistically more intense in
eosinophils from patients compared to healthy individuals
(P < .05). This data confirm the SOCS3 protein expression
in eosinophils. Figure 2 shows a representative example of 5
individuals, all of whom display similar results.
3.6. Th2 but Not Th1 Cytokines Stimulate SOCS-3 mRNA Ex-
pression in Eosinophils. The increased expression of SOCS3
in eosinophils from patients with NAEB and asthma com-
pared with controls is probably due to factors that could
regulate SOCS3 expression in these cells under disease
conditions. For this reason, in vitro eﬀects of Th2 and Th1
cytokines in SOCS3 mRNA expression in eosinophils were
assessed using real-time quantitative PCR.
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Figure 3: SOCS3 expression in peripheral blood eosinophils treated with Th2 cytokines and IFN-γ. Purified eosinophils from healthy donors
were cultured with 10 ng/mL of IL-4 (a), IL-5 (b), IL-13 (c), or IFN-γ (d) for diﬀerent periods of time. Dose-response curves were performed
with IL-4, IL-5, IL-13, or IFN-γ (e)–(h) at maximal time response; SOCS3 mRNA was measured by real-time quantitative PCR. The results
are expressed as a fold induction relative to untreated eosinophils, and significant diﬀerences are indicated. Data represent the geometric
mean ± SD from four individuals, and each measure was performed in triplicate.
The treatment of eosinophils from healthy subjects with
recombinant human IL-4, IL-5, or IL-13 (Th2 cytokines)
induces upregulation of SOCS3 mRNA expression in a time-
dependent manner, with higher levels of SOCS3 mRNA at
120 min for IL-4 (Figure 3(a)) and at 60 min for IL-5, and
IL-13 (Figures 3(b) and 3(c)). Furthermore, SOCS3 mRNA
expression was significantly enhanced by the incubation
with human recombinant IL-4, IL-5, or IL-13 in a dose-
dependent manner (Figures 3(e), 3(f), and 3(g)). Our results
showed that SOCS3 production was strikingly increased
(14.10-fold; Figure 3(f)) in IL-5-induced eosinophils as
compared with IL-4-, or IL-13-induced eosinophils (3.71-
fold; Figure 3(e) and 3.39-fold; Figure 3(g), resp.). In con-
trast, when eosinophils were cultured with IFN-γ, typically
secreted by Th1 cells, SOCS3 expression was not statistically
aﬀected at any dose or time assayed (Figures 3(d) and
3(h)). Similar results came out when stimulation was carried
out with IL-2, another well-known Th1 cytokine (data not
shown). Collectively, these results demonstrate that SOCS3
expression is activated in response to increased amounts of
Th2 cytokines.
We wanted to compare the eﬀects of Th2 cytokines on
the expression of SOCS3 mRNA in eosinophils from healthy
controls, asthmatics, and NAEB patients. When eosinophils
from asthmatics and NAEB patients were treated during
optimal period of time with IL-4, the relative level of SOCS3
mRNA expression was significantly lower than in healthy
controls with the same treatment (0.8 ± 0.3, 0.6 ± 0.6, and
3.71 ± 1.2 resp., P < .05, Figure 4). Similar results were
obtained when eosinophils were cultured with IL-5 (3.02 ±
2.2, 1.86 ± 0.6 and 14.11 ± 4.2, resp., P < .05, Figure 4).
However, stimulation with IL-13 did not significantly modify
SOCS3 mRNA expression.
3.7. PGE2 Treatment Produces Increased SOCS3 mRNA Ex-
pression in Eosinophil Cultures. Because it has been reported
that PGE2 upregulates SOCS3 gene expression in diﬀerent
cell types, we examined the eﬀect of PGE2 on SOCS3
expression in eosinophils from healthy subjects. We tested
diﬀerent doses of PGE2 (10−4 and 10−6 M), and SOCS3 gene
activation was determined by real-time quantitative PCR.
After treatment of eosinophils with PGE2, SOCS3 mRNA






























Figure 4: SOCS3 mRNA expression in Th2-stimulated eosinophils
from healthy controls, asthmatics, and NAEB patients. Eosinophils
from healthy controls, asthmatics, and NAEB patients were cultured
with 10 ng/mL of IL-4 or IL-5, or IL-13 during 60 min. SOCS3
mRNA was measured by real-time quantitative PCR. The results are
expressed as a fold induction relative to untreated eosinophils, and
significant diﬀerences are indicated. Data represent the geometric
mean ± SD from three individuals, and each measure was
performed in triplicate.
expression was upregulated at 60 and 120 min (Figure 5(a)).
This regulation was dose dependent, and significant diﬀer-
ences were found compared with the control eosinophils
(Figure 5(b)). PGE2,10−4 M and 10−6 M, increased SOCS3
gene expression by 7.76- and 5.58-fold, respectively.
These data indicate that PGE2 induces SOCS3 mRNA
expression, suggesting that PGE2 can be a regulatory metabo-
lite of SOCS3 protein production in eosinophils.
3.8. Th2 Cytokines and PGE2 Inhibit Eosinophil Degranu-
lation. We assessed the biological significance of SOCS3
augmentation in eosinophils by examining the eﬀects of
Th2 cytokines and PGE2 in eosinophil degranulation. We
observed that C5a-induced release of EPO was significantly
attenuated by both Th2 cytokines and PGE2 (Figure 6).
All inhibitions obtained were statistically significant and is
ranged between 32.5% and 77%, obtained with PGE2 and
IL-5, respectively.
4. Discussion
Our results reveal that eosinophils are able to transcribe and
express SOCS3 at the protein level, and this production is
upregulated by IL-4, IL-5, IL-13, and PGE2. In addition,
SOCS3 production was increased in patients with NAEB.
These data suggest that eosinophils can contribute to the
regulation of the inflammatory response through SOCS3
production.
This study examined SOCS protein expression in blood
eosinophils from patients with two Th2 conditions (asthma
and NAEB). These respiratory disorders are characterized by
the recruitment and activation of inflammatory cells, includ-
ing eosinophils and lymphocytes, which produce cytokines
[22]. However, the amplitude and duration of the response
depend on precise fine-tuning and coordination of immune
cell responses, and these aspects are regulated by endogenous
feedback regulators of cytokine activities. Prominent among
this class of intracellular regulators are members of the
SOCS proteins family [5, 7]. Significant interest in the
SOCS family stems from the belief that SOCS proteins
may integrate multiple cytokine signals and mediate cross-
communication between antagonistic cytokines elaborated
by diﬀerent cells through inhibitory eﬀects on cytokine
receptors and signaling molecules.
SOCS proteins exert negative regulation of cytokine
signaling in a variety of ways and are known to be involved
in the pathogenesis of many inflammatory diseases. Hence,
some members of the SOCS protein family, and SOCS1,
SOCS3, and SOCS5 in particular, participate in regulation
of the Th1/Th2 balance [28, 29].
According to this, the evaluation of SOCS3 in bronchial
biopsies from healthy controls, asthmatics, and NAEB
subjects ascertained the expression at mRNA level of this
negative regulator. Notably, this expression was enhanced in
bronchial biopsies from NAEB subjects in comparison with
those from healthy control or asthmatics.
Considering that eosinophils play a prominent pro-
inflammatory role in allergic airway inflammation, and
noting that other authors have recently described the SOCS3
expression in diﬀerent cellular types, such as macrophages
and microglia [30], we determined if blood eosinophils are
able to express SOCS3 and SOCS5 at the protein level and
thus contribute to regulate cytokine balance in NAEB and
asthma, conditions in which eosinophils are one of the most
important cell types.
We have demonstrated that blood eosinophils express
SOCS proteins. SOCS3 and SOCS5 gene expressions were
detected by real-time quantitative PCR, and SOCS3 pro-
tein was detected in the cytosol of blood eosinophils
with granular expression pattern by immunohistochemistry,
immunofluorescence, and immunoblotting.
Moreover, blood eosinophils from patients with Th2
disorders exhibit higher levels of SOCS3 mRNA than healthy
subjects. These data suggest that eosinophils may play an
important role in regulating inflammation in respiratory
disorders through SOCS3 expression. We tested the eﬀects
of Th2 cytokines (IL-4, IL-5, and IL-13) on the expression
of SOCS3 in blood eosinophils in vitro, and we showed
upregulation of SOCS3 expression in a time- and dose-
dependent manner, thus corroborating SOCS-3 activation in
response to the Th2 environment under disease conditions.
We also found that SOCS-3 expression in blood eosinophils
from patients with asthma and NAEB was correlated with
serum IgE levels (r = 0.5, P < .03). This result can
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Figure 5: PGE2 stimulation of SOCS3 mRNA expression. Purified eosinophils from healthy donors were cultured with 10−4 M of PGE2
for up to 120 min (a), and with increasing doses of PGE2at 120 min (b), and SOCS3 mRNA was measured by real-time quantitative PCR.
The results are expressed as a fold induction relative to untreated eosinophils, and significant diﬀerences are indicated. Data represent the








































Figure 6: Th2 cytokines and PGE2 inhibit eosinophil degranu-
lation. Purified human eosinophils were pretreated with vehicle,
IL-4 (10 ng/mL), IL-5 (10 ng/mL), IL-13 (10 ng/mL), and PGE2
(10−6 M) for 1 or 2 hours and then stimulated with C5a (300 nM)
for 30 min at 37◦C. The release of EPO activity into supernatants
was determined by photometry. Data were expressed as a percentage
of the maximal control response (300 nM) and are shown as the
mean ± SD; n = 5–9; ∗∗P < .005, ∗P < .05 versus C5a alone
(vehicle).
be since both phenomenons are occurring simultaneously
after IL-4 stimulation. The increase of SOCS3 expression in
response to Th2 cytokines in healthy individuals is markedly
greater than in those from asthmatic and NAEB patients,
indicating that eosinophils from individuals with asthma
and NAEB had impaired upregulation of SOCS3 after Th2
stimulation. These results may be explained because, in these
patients, Th2 cytokines are present in the microenvironment
conferring an intrinsic Th2 status that could provide a neg-
ative feedback mechanism, so further stimulation hardly
causes additional eﬀect in SOCS3 mRNA expression. Similar
findings have been published [31, 32].
It was also interesting to evaluate the potential role
of IFN-γ in regulating SOCS3 expression in purified
eosinophils due to its ability to counteract the eﬀects of Th2
cytokines in various cells types, including T cells, B cells,
endothelium, and epithelium [33]. Nevertheless, our results
did not reveal any variation in the SOCS3 mRNA expression,
suggesting that SOCS3 is not regulated by this mediator.
We also analyzed the expression of SOCS3 and SOCS5
in peripheral blood CD4 T cells from patients with NAEB
and asthmatics compared with healthy controls. The results
showed that the expression of SOCS3 in patients was
significantly higher than in control subjects, and we found
a correlation between level of SOCS3 mRNA in CD4+ cells
and IgE level (r = 0.58, P < .04). Similarly, Seki et al. [32]
reported that the level of SOCS3 mRNA in peripheral CD3+
cells was elevated and correlated with the serum IgE level
in patients with atopic dermatitis and asthma. Analysis of
the levels of SOCS5 gene expression indicated that there was
no significant change between the groups. These results are
in concordance with other studies in which there were no
diﬀerences in SOCS5 gene expression level between healthy
subjects and those with asthma or atopic dermatitis [34, 35].
SOCS3 has the potential to modify responsiveness of
airways to important cytokines. SOCS3 is expressed in
eosinophils, and although cytokines themselves are likely
to contribute to this, we have shown that PGE2, which is
produced in airways, can also stimulate SOCS3 expression
in eosinophils. Several studies have reported that PGE2
treatment not only stimulates the expression of SOCS3 in
diﬀerent cells, but also prolongs the stability of SOCS3
mRNA [19–21, 36]. Recently, we have described increased
PGE2 levels in the airways of patients with NAEB [16], so
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it is not surprising that individuals with NAEB who have
high PGE2 levels also have high levels of expression of SOCS3
(r = 0.81, P < .05). When we analyzed the eﬀect of PGE2 in
SOCS3 expression in blood eosinophils in vitro, we observed
a significant increase in SOCS3 mRNA expression in a time-
and dose-dependent manner.
The diﬀerential regulation of SOCS3 expression by
distinct stimuli creates a situation whereby potentiation of
SOCS3 expression is possible. In our study, we observed that
IL-4, IL-5, and IL-13, at doses to produce maximal SOCS3
expression, inhibited eosinophil degranulation, probably
through SOCS3 augmentation. According with these results,
Hebenstreit et al. show that SOCS1 and SOCS3 can nega-
tively regulate IL-4- and IL-13-induced CCL26 expression
[37], which is one of the main attractants of eosinophils.
Both results highlight an important mechanism SOCS3
mediated for regulating the activation and recruitment of
eosinophils during inflammation by limiting the eﬀects of
Th2 cytokines.
Also, in our study eosinophils degranulation is par-
tially inhibited by PGE2. Perhaps, in addition to other
eﬀects, PGE2-induced SOCS3 expression may be impor-
tant in regulating responsiveness to cytokines and could
be involved in the pathogenesis and regulation of Th2
respiratory disorders. Recently, Sturm et al. point out that
prostaglandin E2 inhibits eosinophil traﬃcking through
EP2 receptors [38]. This data provide a novel mechanistic
concept to substantiate previous observations that PGE2
acts as an anti-inflammatory mediator in human airways
[15–18].
The diverse and specific eﬀects of PGE2 depend on
diﬀerent EP receptor subtypes. In eosinophils, all forms of
EP receptor genes are expressed [39]; in our patients, EP2 and
EP4 were expressed at a higher level when compared with EP1
and EP3(data not shown),so these results suggest that PGE2-
induced modulation of cytokines signaling can occur via EP2
and/or EP4 receptors, although further studies are necessary
to confirm this notion.
5. Conclusions
The most important finding in the current study was that
expression of SOCS3 protein has been described for the
first time in eosinophils, and as SOCS3 has an important
role in regulating the onset and maintenance of Th2-
mediated allergic immune diseases, this could contribute to
improve the understanding of the pathways implicated in
the regulation of these diseases. It is also a novel finding
that PGE2,which is highly produced in some Th2 diseases,can
modulate eﬀects on the immune response via regulation of
cytokine signaling.
A precise regulation of both, the magnitude and dura-
tion of cytokine signaling, is essential for orchestration of
immune reactions. Interventions that regulate Th2 cytokine
eﬀector pathways are attractive as potential therapeutic
targets. The implication of SOCS proteins in the regulation
of the Th1/Th2 balance suggests a range of new therapeutic
strategies that might reduce Th2-induced inflammation and
its consequences in eosinophilia.
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Abstract
Background Several findings suggest that eosinophilic
esophagitis (EoE) is strongly associated with atopy and
allergen-driven, Th2-type immune responses, indicating
the association of EoE with immune dysregulation. The
objective of this study is to ascertain the molecular
mechanism involved in EoE disease development a Th2
condition.
Methods 25 patients with diagnosis of EoE and 17 non-
EoE controls were recruited by the gastroenterology and
allergy departments from three different hospitals. Tran-
scription analysis of suppressors of cytokine signaling 1, 3,
5 (SOCS), interleukin-5 (IL), IL-13, eotaxin (CCL26),
eoataxin receptor (CCR3), and mitogen-activated protein
kinase 1 (MAPK1) was performed in esophageal biopsies
by real time PCR. Western blot of ERK esophageal protein
and additional measures of IL-5 and VEGF levels in serum
were performed.
Results The esophagus of EoE patients expresses and
synthesizes high levels of SOCS1 and SOCS3 proteins
(P \ 0.05), and these expression correlated with levels of
IL-5, IL-13, CCL26, CCR3, and MAPK1 genes. In addi-
tion, we demonstrate the implication of the ERK pathway
(P \ 0.001).
Conclusions SOCS proteins probably contribute to EoE
pathogenesis by directly or indirectly inducing the Th2
profile, as well as by promoting the production of Th2
cytokines. All these findings further enhance our under-
standing of the mechanism of EoE, and accumulating
evidence suggests that EoE pathogenesis is likely to be due
to misregulation of immunological pathways.
Keywords SOCS1  SOCS3  Eosinophilic esophagitis
Introduction
Eosinophilic esophagitis (EoE) is a disease of increasing
recognition and prevalence in both pediatric and adult pop-
ulations [1–3]. EoE is characterized by the accumulation
of eosinophils in the esophageal mucosa [4]. Recently, a
consensus definition has been accepted and published [5]
which states that EoE represents a chronic, immune/antigen-
mediated esophageal disease characterized clinically by
symptoms related to esophageal dysfunction and histologi-
cally by eosinophil-predominant inflammation. Histologi-
cally, diagnosis requires an eosinophil peak esophageal
count that is greater than 15 eosinophils per high-power field
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(hpf) in the upper, middle, and lower esophagus. Clinical
symptoms including dysphagia, vomiting, and abdominal
pain are common.
Several findings suggest that EoE is strongly associated
with atopy and allergen-driven, Th2-type immune respon-
ses [6–8], although cases of patients with EoE but with no
detectable sensitization to food or inhalant allergens have
been described, thus indicating the association of EoE with
immune dysregulation.
Eosinophilic esophagitis has a complex pathogenesis in
which multiple etiologic factors interact. Environmental
factors and genetic background certainly play a role in the
onset, persistence, and pathogenesis of EoE. Like most Th2
diseases, EoE is a disorder with multiple factors that
strongly contribute to disease expression. Inflammatory
mediators and cytokines play an essential role in control-
ling immune systems; not only do they act as growth fac-
tors, but they also regulate the differentiation, maintenance,
and activation of naı¨ve effectors and the memory state of
immune cells [9]. The Th1/Th2 balance determines the
nature of the immune response [10]; however, the mech-
anism by which Th1 and Th2 cytokines cross-regulate the
immune response remains unclear.
In both physiological and pathological conditions,
cytokine function is strictly controlled to prevent inap-
propriately sustained activation of downstream responses.
Cytokine signaling pathways are negatively regulated by
the so-called suppressor of cytokine signaling (SOCS)
family of proteins, in which there are eight members
[11]. Several reports have indicated that SOCS proteins
are necessary for regulation of normal immune responses
[12]. SOCS proteins not only act as simple negative-
feedback regulators, but are also involved in fine-tuning
the immune response and in the crosstalk of complicated
cytokine signal networks. Since cytokines are constantly
present in the microenvironment of immune cells, signal
regulation by SOCS-family proteins may be important
for the proper progress, remission, and relapse of an
immune response. Therefore, SOCS1, SOCS3, and
SOCS5 participate in CD4? Th-cell differentiation and
in Th1/Th2-cell balance [13]. SOCS3 is predominantly
expressed in Th2 cells and inhibits Th1 differentiation
[14–16]. Conversely, SOCS5 is predominantly expressed
in Th1 cells and inhibits Th2 differentiation [12, 17].
The fact that these SOCS proteins (SOCS1, 3 and 5) are
involved in the regulation of Th1/Th2 balance suggests
the SOCS implication in EoE pathogenesis, for these
reasons, we studied SOCS expression in EoE and Th2-
relating cytokines.
Thus, although several advances have been made in the
understanding of EoE pathogenesis, the objective of this
study is to ascertain the molecular mechanism involved in
EoE disease development as a Th2 condition.
Methods
Subjects
Patients with a previous diagnosis of EoE as defined con-
sensus guidelines [1] were proposed for inclusion to this
prospective study with a cross-sectional design. Recruit-
ment was performed in Madrid in the allergy departments
of Fundacio´n Jime´nez Dı´az, Hospital Nin˜o Jesu´s, and
Hospital La Paz from January, 2009 to May, 2011. All
individuals were selected regardless of age, atopic status,
or gender. EoE diagnosis was performed using established
criteria based on clinical and histopathologic features [1]:
clinical symptoms of esophageal dysfunction; [15 eosino-
phils/hpf; and GERD was excluded. Initially, forty-one
subjects fulfilled the inclusion criteria and went through all
study tests. Sixteen patients were excluded for the fol-
lowing reasons: 10 patients with prior EoE diagnosis were
determined to have fewer than 5 eosinophils/hpf according
to current esophageal biopsies; in esophageal samples from
3 patients, not enough RNA could be extracted for analysis;
one patient reported having received active treatment with
oral corticosteroids in the 2 weeks before the endoscopy
was performed; two patient voluntarily abandoned the
study. A final number of 25 EoE patients were included for
analysis.
Most of the non-EoE controls were recruited by the
Gastroenterology Department based on the following cri-
teria: complaints of abdominal pain along with other
clinical features compatible with gastro-esophageal reflux
disease (GERD); no prior diagnosis of EoE; and esopha-
geal biopsies showing an eosinophil count below 5 with no
basal layer expansion. A final number of 17 control sub-
jects were included for analysis.
All study procedures were approved by the Ethics
Committee, and informed written consent was provided by
all subjects recruited. The study was conducted according
to the principles set forth in the Declaration of Helsinki.
Skin prick tests
Skin prick tests (SPT) were performed following the rec-
ommendations of the European Academy of Allergy and
Clinical Immunology [18] using a large spectrum of
common aeroallergens within our region. All subjects
(n = 42) underwent SPT to aeroallergens (ALK-Abello,
Madrid, Spain) with house dust mites (Dermatophagoides
pteronyssinus, Dermatophagoides farinae), molds (Asper-
gillus spp, Alternaria alternata), animal danders (cat and
dog), tree pollens (Cupressus sempervirens, Olea euro-
paea, Platanus acerifolia), grass pollens (Phleum pratense)
and weed pollens (Parietaria judaica, Artemisia vulgaris,
and Salsola kali). The following food allergens were also
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tested: wheat, rice, maize, oat, egg white, cow’s milk
casein, peach, apple, melon, chicken, beef, shrimp, lentil,
chickpea, pea, soy, squid, megrim, hake, tuna, swordfish,
peanut, walnut, garlic, potato, and Anisakis simplex.
Skin prick tests were performed on the volar face of the
forearm using a standard 1-mm-tip lancet (ALK-Abello,
Madrid, Spain). Histamine hydrochloride (10 mg/ml) and
saline were used as positive and negative controls,
respectively. Readings were taken after 15 min, and reac-
tions were expressed as the mean of the major and minor
wheal diameters. A wheal diameter of 3 mm or more
compared to saline control was considered positive [19].
Total IgE and serum specific IgE
Blood samples, which were collected on the same day the
endoscopy was performed or over the following 7 days,
were centrifuged at 4000 rpm for 15 min to obtain serum.
Total and specific IgE to the same panel of aeroallergens
and foods tested in SPT were determined in serum, using
the ImmunoCAP immunoassay system and the ISAC
platform (Phadia, Uppsala, Sweden).
PBMC and eosinophil purification
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and eosino-
phils obtained from patients’ and controls’ blood were
purified using a two-step procedure. First, the polymor-
phonuclear and mononuclear cell fractions were obtained
by density gradient centrifugation using Lymphoprep
(Rafer, Spain), followed by lysis of the red cells with an
ammonium chloride solution (155 mM NH4Cl, 10 mM
KHCO3, and 0.1 mM EDTA). The second step involved
removal of residual cells from the polymorphonuclear cell
fraction. For eosinophil purification, CD2, CD3, CD14,
CD16, CD19, CD20, CD36, CD56, CD123, and glycoph-
orin A positive cells were discarded by a magnetic bead
separation technique, as described in the manufacturer’s
procedure (EasySep; StemCell Technologies, Vancouver,
Canada). Eosinophils are defined as CCR3?CD16- cells,
so we stained the cells with fluorochrome-conjugated anti-
CCR3 (CCR3-FITC) and anti-CD16 (CD16-PE) antibod-
ies. The purity obtained was routinely[98 % as measured
by flow cytometry. 1 9 106 eosinophils were lysed in
Trizol reagent (Invitrogen Life Technologies, CA, USA).
PBMCs were obtained from the mononuclear fraction and
were washed twice with saline solution and stained with
trypan blue to check for viability.
Endoscopies and esophageal biopsies
Before endoscopy, the patients were required to have a
minimum wash-out period of 2 weeks during which they
abstained from inhaled and swallowed corticosteroids. All
patients underwent endoscopies and a minimum of two
biopsies of the upper, medium and from the lower esoph-
ageal mucosa. A sample from each site was stained with
hematoxylin/eosin and evaluated in each participating
center for eosinophil count and histologic analysis. A peak
number of intraepithelial eosinophils [15 EoE per high-
power field (0.158 mm2) (9400) in the upper, middle, and
lower esophagus was considered an EoE diagnosis criterion
if accompanied by endoscopic findings and/or clinical
manifestations suggestive of EoE. The second biopsy from
the upper, medium and lower site was immersed in Trizol
reagent and kept frozen at -80 C for further analyses.
Reverse transcription PCR
Total RNA was isolated from peripheral blood eosinophils,
lymphocytes, and esophageal biopsies by Trizol reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and was treated with
DNase I (Promega, Wisconsin, USA). Esophageal biopsies
were homogenized previously. RNA was measured by
spectrophotometry, and 1 lg of RNA was reverse-tran-
scribed to cDNA using a high-capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Warrington, UK).
Gene expression on cells and esophageal biopsies
Real-time quantitative PCR of peripheral blood eosino-
phils, lymphocytes, and biopsies was conducted for several
genes.
Quantitative real-time PCR was performed on a 7500 Real-
Time PCR system (Applied Biosystems, Warrington, UK).
Taqman PCR was performed using a 20 ll final reaction
volume containing 10 ll of TaqMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Branchburg, New Jersey, USA),
1 ll of 20X Assays-on-Demand Gene Expression Assay Mix,
and 9 ll of cDNA diluted in RNase-free water. Each assay was
performed in triplicate. The PCR conditions used in all reac-
tions were: 2 min at 50 C and 10 min at 95 C, repeated over
40 two-step cycles (95 C for 15 s and 60 C for 60 s). Assays-
on-Demand Gene Expression primers specific for SOCS1,
SOCS3, SOCS5, IL-5, IL-13, CCL26, CCR3, MAPK1, and
rRNA 18S (used as an endogen) were obtained from Applied
Biosystems (http://www.appliedbiosystems.com/).
Messenger RNA was calculated for each sample using the
cycle threshold (Ct) value. The number of amplification steps
required to reach an arbitrary intensity Ct was computed. The
relative gene expression was calculated as follows: 2DDCt ,
where DDCt = DCtarget gene - DC18s. The fold-change for
the treatment was defined as the relative expression com-
pared with the corresponding control, and was calculated as




Paraffin-embedded sections of proximal esophageal biop-
sies were studied by immunohistochemistry. Briefly, after
antigen retrieval and blockade of endogenous peroxidase,
proximal esophageal biopsies sections were incubated with
primary antibodies overnight at 4 C, rabbit anti-SOCS3,
anti-SOCS1, anti-pERK antibody (Santa Cruz Biotech,
CA, USA) or mouse anti-IL-13 (eBiosciences, CA, USA).
Antibody binding was detected with a rabbit EnVision
HRP System (Dako, Golstrup, Denmark) or an anti-mouse
HRP (eBioscience), and the distribution of the peroxidase
was visualized with diaminobenzidine. Sections were
counterstained with Carazzi’s hematoxylin, dehydrated,
and mounted. The specificity was checked by omission of
primary antibodies and use of non-immune sera. The
esophageal section for each patient was evaluated in a
blinded manner by 2 investigators who assessed the
localization of SOCS protein.
Western blot analysis
Protein extracts from esophageal biopsies (10 lg total
protein) were resolved on SDS-PAGE and analyzed by
western blotting using a 1:500 dilution of phospho-ERK
antibody (BioLegend, San Diego, CA, USA). The sec-
ondary antibody, HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG
(Millipore, Billerica, MA, USA), was diluted 1:10000.
Membranes were also probed with anti- ERK (Calbiochem,
La Jolla, CA, USA) as control of protein loading.
Chemiluminescent protein bands were detected by an ECL
detection system (Amersham Biosciences, GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK) according to the manufacturer’s
protocol. The protein concentration was estimated according
to the Bradford method [21].
Cytokine measurement
The human cytokine array panel A was used, employing
serum pools from EoE patients and control groups
according to the manufacturer’s protocol (R&D Systems).
These are the selected captured antibodies spotted in
duplicate on the nitrocellulose membrane: C5a, CD40
ligand, G-CSF, GM-CSF, CXCL1, CCL1, CD54, IFN-c,
IL-1a, IL-1b, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12 p70, IL-13, IL-16, IL-17, IL-17E, IL-23, IL-27, IL-
32a, CXCL10, CXCL11, CCL2, MIF, CCL3, CCL4, Ser-
pin E1, RANTES, CXCL12, and TNF-a.
Moreover, serum IL-5 concentrations from EoE and
control subjects were determined by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) purchased from Bender
MedSystems, Austria, following the manufacturer’s pro-
cedure. Fifty microliters of each serum sample was used,
and the assay was performed in duplicate. The optical
density was read at 450 nm and wavelength correction was
set to 620 nm using a microplate reader (TECAM).
The normalization of protein levels in serum was per-
formed using total albumin measuring.
Statistics
The subject characteristics were described using descrip-
tive statistics and expressed as geometric mean, standard
deviation (SD), median, and range.
Data comparisons between the groups were performed
using the Mann–Whitney test (two tailed) and Fisher’s
exact test (two sided). Normality was analyzed with the
Kolmogorov–Smirnov test. Correlation coefficients and
statistical significance were determined using Spearman
rank correlation coefficient. Statistical significance was
recognized at P B 0.05. Statistical analyses were per-
formed using GraphPad InStat3 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA).
Results
Patients’ baseline characteristics
Forty-two subjects were included for analysis, including 25
diagnosed with EoE and 17 controls. Median age at
inclusion was 28.9 (range 22–35) and 38.6 (range 30–47)
years in EoE and non-EoE patients, respectively, with no
significant differences (P [ 0.05). Five EoE patients and 1
control were 14 years of age or younger. There were no
differences in gender distribution between the groups,
although there was a higher number of males in both
groups (88 % among EoE patients and 59 % in non- EoE
subjects). All subjects were Caucasian.
When personal history of atopy (defined by one or more
sensitizations) was compared in the study subjects, 20 out of
25 (80 %) EoE patients displayed at least one sensitization to
an aeroallergen compared to 4/17 (23.5 %) in non-EoE
subjects (P \ 0.001). Twenty (80 %) EoE patients had
allergic rhinoconjunctivitis compared to 5 (29.41 %) in
controls (P \ 0.005); and 11 (44 %) had IgE-mediated food
allergy versus 3 (18 %) in controls (P [ 0.05). A summary
of epidemiologic and clinical features of all the patients
studied is shown in Table 1.
Eosinophil peripheral blood count, SPT and sIgE
Differences in peripheral blood eosinophil count (cell/mm3)
were observed between EoE and non-EoE subjects
(502.2 ± 331 vs. 286.4 ± 188.4, P \ 0.05; Table 1). Total
IgE (kUA/L) in patients with EoE was higher than in those
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without EoE (712 ± 1125, and 271 ± 538.9, P \ 0.005;
Table 1).
Most patients with EoE were sensitized to pollens
(80 %, P \ 0.001) and animal dander (64 %, P \ 0.005)
as well as food allergens. Table 2 describes in detail dif-
ferent sensitization profiles.
Endoscopy
Detailed macroscopic changes in endoscopy are described
in Table 1. Rings, strictures (P \ 0.001), whitish exudates
(P \ 0.005), and longitudinal furrows (P \ 0.05) were the
most important changes in EoE patients compared to
controls, whereas the finding of a normal esophagus was
found more frequently in non-EoE patients (P \ 0.001).
Although the pediatric EoE population was too small for a
consistent statistical analysis, it is noteworthy that trache-
alization was found in 80 % of the children compared to
20 % of the EoE adults; also notable are the whitish exu-
dates found in 60 % of children and 10 % of adults and the
finding of longitudinal furrows in 60 % of children vs.
20 % of adults. None of the pediatric patients showed rings
or strictures.
Biopsies of the upper, middle, and lower esophagus
showed that all EoE patients had an eosinophil count that
was greater than 15/hpf, while none of the controls showed
Table 1 Epidemiologic,
clinical, and endoscopic
features of subjects studied
NS not significant
1 Two tailed P (Mann–Whitney
test)






patients (EoE) (n = 25)
P value1,2
Age (mean, range) 38.69 (13–68) 28.9 (9–49) NS
Male (%) 58.8 % 88 % NS
Allergic rhinoconjunctivitis (%) 29.41 % 80 % \0.0052
Food allergy (%) 18 % 44 % NS
Total serum IgE, kU/L (mean ± SD) 271 ± 538 713 ± 1127 \0.0052
Positive specific IgE to food (%) 17.64 % 84 % \0.0012
Positive specific IgE to pollen (%) 23.52 % 80 % \0.0012
Peripheral blood eosinophilia (mean ± SD) 286.42 ± 188 502.2 ± 331 \0.051
Endoscopy description (n, %)
Rings and strictures 1 (5.9) 15 (60) \0.0012
Longitudinal furrows 0 (0) 7 (28) \0.052
Trachealization 1 (5.9) 8 (32) NS
Lacerations 0 (0) 2 (8) NS
Whitish exudates 1 (5.9) 5 (20) \0.0052
Hiatal hernia 2 (11.8) 1 (4) NS
Normal 11 (64.7) 3 (12) \0.0012
Peak eosinophil count in biopsy (mean, range) \5 eos/hpf 35.8 (24–100) \0.0011
Table 2 Sensitization profile:
skin prick tests and serum
specific IgE
NS not significant
1 Two-sided P value (Fisher’s
exact test)
Control subjects
(non-EoE) (n = 17)
Eosinophilic esophagitis
patients (EoE) (n = 25)
P value1
Pollen SPT (%) 4 (24 %) 20 (80 %) \0.001
Animal danders SPT (%) 2 (12 %) 16 (64 %) \0.005
Molds SPT (%) 0 (0 %) 7 (28 %) \0.05
Dust mites SPT (%) 1 (6 %) 5 (20 %) NS
sIgE to fish (%) 0 (0 %) 4 (16 %) NS
sIgE to cereals (%) 0 (0 %) 16 (64 %) \0.001
sIgE to potato (%) 1 (6 %) 13 (52 %) \0.005
sIgE to legumes (%) 0 (0 %) 13 (52 %) \0.001
sIgE to chicken (%) 0 (0 %) 6 (24 %) NS
sIgE to egg yolk (%) 0 (0 %) 6 (24 %) NS
sIgE to garlic (%) 1 (6 %) 13 (52 %) \0.005
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a peak eosinophil count over 15 in any region of the
esophagus. A summary of endoscopic features of all the
patients studied is shown in Table 1.
SOCS1 and SOCS3 gene expression, but not SOCS5
expression, is up-regulated in proximal esophageal
biopsies from EoE patients
We evaluated transcripts for SOCS1, SOCS3, and SOCS5 in
proximal, esophageal biopsies from 25 EoE patients and 17
controls. We observed up-regulation of SOCS3 and SOCS1
mRNA levels in biopsies from EoE patients when compared
with those of the control group (Fig. 1a, b) (P \ 0.05). In
contrast, esophageal biopsies revealed no difference in the
mRNA expression of SOCS5 of EoE patients and control
subjects based on the results of real-time qPCR (Fig. 1c).
SOCS expression was also determined in distal and
medium esophageal biopsies displaying similar results (data
not shown).
To support these findings as well as to locate the
expression, we performed SOCS3 and SOCS1 immuno-
histochemistry in proximal esophageal sections from EoE
patients. As displayed in Fig. 1d, positive SOCS3 and
SOCS1 stained cells were found in proximal esophageal
sections from EoE patients, this positivity was mainly
noted in epithelial and inflammatory cells. Numerous
positive clusters were observed on esophageal rings.
IL-5 and the CCL26-CCR3 axis are involved in EoE
Our results show an elevation in gene expression in EoE
patients relative to controls for all genes tested: IL-5,
CCL26, and CCR3 (89.7-fold; 86.5-fold; and 5.9-fold
respectively, P \ 0.05) (Fig. 2), thus corroborating previ-
ous findings in proximal biopsies.
IL-13 detection in proximal esophageal biopsies
from EoE patients
We also found an up-regulation of IL-13 mRNA levels
(10.5-fold) in proximal esophageal biopsies from EoE
patients compared with those of the control group mea-
sured by real-time quantitative PCR (Fig. 3a). Addition-
ally, IL-13 immunostaining was performed in proximal
esophageal biopsies from EoE patients to locate this
interleukin. Positive IL-13 cells were observed at the
inflammatory site and also in epithelial cells (Fig. 3b).
Implication of the ERK pathway in EoE disease
CCL26 acts through the ERK pathway; therefore, we ana-
lyzed MAPK 1 mRNA levels by RT-PCR. Accordingly, in
proximal esophageal biopsies from EoE patients, ERK gene
expression was demonstrated to be stronger than in the
biopsies from the control group (Fig. 4a). To ascertain
Fig. 1 SOCS 1, 3, and 5 gene expressions in proximal esophageal
biopsies from EoE patients and control subjects. Relative SOCSs
mRNA levels from EoE patients and control subjects were determined
by real-time quantitative PCR. White bars represent the control group
(mean ± SD, n = 17), and black bars the EoE group (mean ± SD,
n = 25). The results show relative gene expressions as determined by
the DDCt method, and higher differences in SOCS3 (a) and SOCS1
(b) expression levels were obtained for the EoE group versus the control
group, P \ 0.05. No differences were achieved when SOCS5 gene
expression was assessed (P [ 0.05, c). d A representative immunohis-
tochemical staining of SOCS1 and SOCS3 in the esophageal biopsies
from EoE patients. Negative control (left side panel): isotypic antibody
was substituted for primary antibody. Brown colour indicates positive
staining for all primary antibodies (n = 5; 9400)
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whether the same effect was observable at the protein
expression level, a western blot analysis was performed on
the esophageal biopsies. As depicted in Fig. 4b, higher
phospho-ERK (p-ERK) protein expression was detected
in biopsies from EoE patients (3.3-fold higher, P \ 0.001,
Fig. 4c). The location of p-ERK in the esophageal tissue was
performed by immunohistochemistry (Fig. 4d). Positive
p-ERK stained cells were observed in the esophagus of EoE
patients.
Correlation of SOCS1 and SOCS3 with the genes
analyzed
Transcript levels of SOCS1 and SOCS3 correlated with
esophageal and peripheral eosinophilia in EoE patients
(r = 0.41, P \ 0.05 and r = 0.46, P \ 0.005 respectively;
Spearman rank correlation). We were also interested in
testing that gene expression levels observed would correlate
with each other. Indeed, we found significant Spearman
correlations between SOCS1, SOCS3 and the most of genes
measured (IL-5, IL-13 CCL26, CCR3, and MAPK1). A
summary of correlation analysis of all parameters studied is
shown in Table 3.
Cytokine profile and SOCS3 expression displayed
no alterations at the systemic level in EoE subjects
Determination of SOCS3 mRNA relative levels in blood
PBMCs (Fig. 5a) and eosinophils (Fig. 5b) exhibited no
differences (P [ 0.05) between EoE and non-EoE patients.
Therefore, a cytokine array panel was performed to analyze
an extensive pattern of mediators implicated in inflamma-
tion. Measurement was carried out in two separate pools of
serum samples: patients with EoE and controls. Similar
patterns of cytokine expression were observed in the two
groups (Fig. 5c). To corroborate these results, we deter-
mined IL-5 by ELISA in sera from all study subjects, and
again, no differences between controls and EoE patients
were evident (Fig. 5d).
Discussion
In this study, we identify a set of genes that exhibited
differential expression in the esophagi of EoE patients
compared with non-EoE patients. Here, we present a novel
finding related to the Th2 condition, a consistent charac-
teristic in a set of adult and children patients with EoE. We
describe for the first time that, in patients with EoE, the
esophagus expresses and synthesizes high levels of SOCS1
and SOCS3 proteins. In addition, we demonstrate the
implication of the ERK pathway, suggesting a potential
mechanistic link between SOCS regulation and the Th2
phenotype in patients with EoE. IL-5, IL-13 and the
CCL26-CCR3 axis were also upregulated at the mRNA
levels in the esophagus.
Regarding population characteristics, we have found a
higher ratio of males/females than described in the
Fig. 2 Augmented IL5,
CCL26, and CCR3 gene
expression in proximal
esophageal biopsies of EoE
patients. Real-time quantitative
PCR to IL5 (a), CCR3 (b), and
CCL26 (c) were performed
from esophageal biopsies.
Significant differences in gene
expression of IL-5 (P \ 0.05),
CCL26 (P \ 0.001), and CCR3
(P \ 0.05) were found between
the two groups of study. Data
represent mean ± SD, control




Fig. 3 Elevated IL-13
expression in esophageal
biopsies from EoE patients.
Relative IL-13 mRNA levels
were determined by real-time
quantitative PCR (a). Statistical
differences were observed
between EoE patients and the
control group (P \ 0.05). Data
represent mean ± SD, control
group (n = 17), and EoE group
(n = 25). b A representative
IL-13 immunohistochemistry
from biopsies of EoE patients
reveals positive staining as
indicates the brown colour
(central and right panel, 9200
and 9400 magnification,
respectively). Negative control
(left side panel): isotypic
antibody was substituted for
primary antibody, n = 5
Fig. 4 Implication of ERK pathway in EoE disease. a Real-time
quantitative PCR was performed from proximal esophageal biopsies
to analyzed MAPK1 gene expression. White bars represent the
control group (mean ± SD, n = 17), and black bars the EoE group
(mean ± SD, n = 25, P \ 0.001). b Western blot analysis of the
extract of esophagus biopsies was achieved using antibody against
ERK and phospho-ERK. Lane 1 biopsy lysate from non EoE patient;
lane 2 biopsy lysate from EoE patients. The picture is a representative
example of 5 individuals, all displaying similar results. c pERK bands
were quantified by densitometry. Data are expressed as the geometric
mean ± SD, n = 5, *P \ 0.05. As a loading control, the total
amounts of ERK were determined. d p-ERK in esophagus biopsies
from EoE patients was detected by immunohistochemistry. An
isotypic antibody was tested as control of the technique. Brown
colour indicates positive staining for pERK antibody (n = 5; 9400)
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literature, with almost a 9:1 ratio compared to the 3:1
reported in other studies [22]. As in other studies [23], most
of our population was highly atopic, with up to 80 % of our
EoE patients suffering from another allergic disease. Sup-
porting the claim of age-dependant evolution in endoscopic
findings suggested by Spergel et al. [24], none of the
pediatric patients showed esophageal strictures, which are a
disease severity marker.
The present study further analyzed SOCS gene expression
and its functional role in the EoE and in the mechanistic
induction of eosinophils by selective cytokine and chemo-
kines in the esophagus of EoE patients. Using quantitative
real-time PCR analysis, we demonstrated that SOCS1 and
SOCS3 mRNA levels were significantly increased in the
esophagi of EoE patients but not in peripheral cells such as
eosinophils and PBMCs. Notably, transcript levels of
SOCS1 and SOCS3 correlated with esophageal and periph-
eral eosinophilia in EoE patients (r = 0.41, P \ 0.05 and
r = 0.46, P \ 0.005, respectively; Spearman rank correla-
tion). Moreover, a strong correlation was found between
eosinophils and eotaxin-3 (r = 0.56, P \ 0.0002) or eosin-
ophils and CCR3 (r = 0.44, P = 0.006) (data not shown).
Eosinophils, which are a plentiful source of SOCS1 and
SOCS3 [25], play a main role in EoE pathogenesis by
producing different mediators that can activate, regulate,
and act as effector molecules in different processes. This
finding point at the SOCS protein, produced by eosinophils
and by other cells, is a potential regulator implicated in
EoE pathogenesis. These data is corroborated by our cor-
relation studies, in which we found significant Spearman
correlations between SOCS1, SOCS3 and the rest of genes
measured (IL-5, CCL26, CCR3 and IL-13). A recent report
showed that IL-13 was overproduced in the esophageal
tissue of EoE patients and there was a correlation between
IL-13 mRNA and eotaxin expression [26], in our study we
also obtained a marked increase of IL-13 mRNA (10.5-
fold) in esophageal biopsies from EoE patients compared
with those from healthy individuals, and moreover we
found a positive correlation between IL-13 and SOCS1.
Table 3 Correlation between SOCS1, SOCS3 and genes studied
SOCS1 SOCS3
SOCS3 \0.0001 (r = 0.9)
IL-5 \0.0001 (r = 0.80) 0.0004 (r = 0.70)
CCL26 \0.0001 (r = 0.60) 0.0007 (r = 0.50)
CCR3 \0.0001 (r = 0.59) \0.0001 (r = 0.68)
IL-13 \0.01 (r = 0.36) NS (r = 0.25)
MAPK1 \0.0001 (r = 0.70) \0.0001 (r = 0.63)
1 Two-tailed P value (r). Spearman correlation r and P values were
calculated to test correlation between the ranked genes levels
(nonparametric)
Fig. 5 Similar inflammatory
cytokines and SOCS3 levels
found at the systemic level
between the EoE and the control
group. SOCS3 real-time
quantitative PCR from PBMCs
(a) and eosinophils (b) purified
from blood samples of EoE
patients and control subjects.
White bars represent the control
group (mean ± SD, n = 17),
and black bars the EoE group
(mean ± SD, n = 25).
c Human cytokine array panel
was performed with a pool of
serum samples of EoE patients
and the control group. IL-5
(d) levels were measured by
ELISA in serum samples of 25




The present study also identified ERK as an important
director of EoE regulation, probably through the SOCS
route. Several findings support this conclusion, thus in
different cells a link has been demonstrated between ERK
activation and SOCS3 accumulation [27–29].
SOCS may stimulate esophageal cells to induce eosino-
phil-selective chemoattractants in the esophagus of EoE
patients. Eosinophils in turn produce more SOCS protein,
and thus the up-regulation loop is maintained in the esoph-
agus. One of these chemoattractants is eotaxin-3 (CCL26),
which plays an important role in eosinophil migration [30,
31]. Eotaxin-3 is, together with IL-5, one of the most highly
expressed genes in human EoE, and epithelial cells are the
major source of eotaxin-3 in the human esophagus [32]. It has
been described that IL-5 plays a pivotal role in regulating
esophageal eosinophilia [33–35] and also in esophagus
remodeling [2]. In our study, we obtained elevated levels of
IL-5, IL-13, eotaxin-3, and CCR3 mRNA expression in the
esophagus of EoE patients. Recently, Blanchard et al. [36],
have performed a study of esophageal cytokine expression
profile in eosinophilic esophagitis and they have reached
similar results.
Eotaxin-3 mediates its biological effect through the ERK
pathway [37, 38]. Our data show an increased expression of
pERK in esophageal tissue and a strong correlation was
found between MAPK1 and SOCS1 and 3 (P \ 0.0001), and
it is possible that, together with other cytokines and chemokines
(IL-5, eotaxin-3), it enhances activation of eosinophils in EoE.
In fact, activation of ERK may induce both degranulation and
chemotaxis of eosinophils [38]. In conclusion, we have dem-
onstrated that the esophageal biopsies of EoE patients exhibit
increased expression of SOCS1 and SOCS3 mRNA and pro-
tein. SOCS proteins probably contribute to EoE pathogenesis
by directly or indirectly inducing Th2 profile, as well as by
promoting the production of Th2 cytokines.
Better understanding of the mechanism by which
eosinophils promote tissue injury in the esophagus should
contribute to the development of novel therapeutic
approaches for blocking eosinophil recruitment in the
esophagus and/or reversing the harmful consequences of
eosinophil recruitment. The identification of SOCS in the
pathogenesis of EoE suggests that targeting this molecule
may hold promise for the treatment of EoE.
All these findings further enhance our understanding of
the mechanism of EoE, and accumulating evidence sug-
gests that EoE pathogenesis is likely to be due to misre-
gulation of immunological pathways.
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Abstract
Suppresors of cytokine signaling (SOCS) proteins regulate cytokine responses and control immune balance. Several studies
have confirmed that SOCS3 is increased in asthmatic patients, and SOCS3 expression is correlated with disease severity. The
objective of this study was to evaluate if delivering of SOCS3 short interfering RNA (siRNA) intranasally in lungs could be a
good therapeutic approach in an asthma chronic mouse model. Our results showed that intranasal treatment with SOCS3-
siRNA led to an improvement in the eosinophil count and the normalization of hyperresponsiveness to methacholine.
Concomitantly, this treatment resulted in an improvement in mucus secretion, a reduction in lung collagen, which are
prominent features of airway remodeling. The mechanism implies JAK/STAT and RhoA/Rho-kinase signaling pathway,
because we found a decreasing in STAT3 phosphorylation status and down regulation of RhoA/Rho-kinase protein
expression. These results might lead to a new therapy for the treatment of chronic asthma.
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Introduction
Asthma is a disorder of the conducting airways that leads to
variable airflow obstruction in association with airway hyperre-
sponsiveness. It is characterized by inflammatory cell infiltration,
mainly of eosinophils and lymphocytes, and reversible broncho-
constriction. As the disease becomes more severe, the airway
acquire an altered repair response, and structural changes cause
remodeling due to the secretion of factors and cytokines that
induce mucous cell metaplasia, angiogenesis, and subepithelial
fibrosis [1,2].
Cytokines are one of the main soluble molecules that participate
in the initiation, perpetuation, execution, and resolution of the
inflammatory response. Therefore, tight control of cytokine
production and function is required to prevent an imbalance in
the magnitude, duration, and remission of the immune response.
SOCS proteins are recognized as an important mechanism in the
negative regulation of several cytokine pathways, and more recent
studies have revealed that SOCS proteins play additional roles in
many immunological processes as asthma [3,4].
The cytokine profile in asthma is typified by interleukin (IL-) 4,
IL-5, and IL-13 that are typical Th2 cytokines. These cytokines
bind to membrane receptors to activate complex signal transduc-
tion pathways. SOCS is a family of molecules that suppress the
JAK-STAT signaling pathway and regulate Th cell differentiation.
SOCS3 is an inhibitor that is relatively specific to STAT3; in
addition, it can inhibit other signaling pathways such as Ras/ERK
and PI3K, which affect cell proliferation, survival, and differen-
tiation [5,6]. Th2 cells contain high levels of SOCS3 proteins. Our
group has recently described and increased SOCS3 expression in
eosinophils from asthmatic patients [7].
In patients with asthma and atopic dermatitis, the expression
levels of SOCS3 transcripts in T cells are closely correlated with
serum IgE levels and disease severity [8,9,10]. Previously,
transgenic expression of SOCS3 in T cells resulted in increased
Th2 cell production, airway eosinophilia, and airway hyper-
responsiveness (AHR) in a murine model of OVA-allergic asthma
[8]. In fact, T cell treatment with SOCS3-siRNA has been
demonstrated to suppress the development of allergic inflamma-
tion in another murine model of asthma [11].
Gene silencing by RNA interference, in which the expression of
the target gene is silenced in a post-transcriptional manner, has
arisen as a potential treatment for many diseases. The intranasal
administration of naked siRNA has opened new possibilities in
drug delivery and respiratory therapy [12,13]. Therefore, we have
developed a therapeutic approach in a murine model of chronic
asthma by delivering SOCS3-siRNA intranasally.
Methods
Ethics statement
All experimental procedures were carried out in strict accor-
dance with the international and national (Real Decreto 1201/
2005) guidelines and were approved by the Fundacio´n Jime´nez
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Dı´az Animal Research Ethics Committee. All protocols were
performed under conditions to minimize animal suffering.
Animals
Male A/J mice (specific pathogen-free, 5 weeks old) were
purchased from Harlan Iberica. A total of 68 animals were
included in the study. Mice were assigned to 4 experimental
groups: saline solution group (SS, n = 17), ovalbumin-sensitized
group (OVA, n = 16), ovalbumin-sensitized non-target siRNA-
treated group (OVA siNT, n = 16), and ovalbumin-sensitized
SOCS3 siRNA-treated group (OVA siSOCS3, n = 19).
Recombinant proteins and reagents
Ovalbumin (OVA) grade V was purchased from Sigma-Aldrich
(MO, USA). Antibodies against phospho-STAT3 (Ser727),
STAT3, SOCS3, and b-actin were obtained from Cell Signaling
Technology (MA, USA); anti-mouse ROCK-2 was acquired from
Sta Cruz Biotech (CA, USA), and anti-mouse RhoA was
purchased from Cytoskeleton (CO, USA). Flow cytometry
antibodies (anti-mouse CD49d PE, CD3 PE, and CD19 FITC)
were all purchased from BD (NY, USA).
Chronic asthma model
Mice were sensitized on days 0 and 14 by intraperitoneal
injection of 10 mg OVA (grade V; Sigma Aldrich, MO, USA) and
20 mg Al(OH)3 in PBS. Then, mice were immunized during five
weeks, four times per week, starting on day 27 and finishing on day
58, by placing them in a small box, where they were later
anesthetized with inhaled isofluorane (Forane, Abbot, IL, USA)
and then immunized with 15 ml of OVA (1 mg/ml) or saline
solution (SS) intranasal; 24 hours after the last OVA administra-
tion, mice were sacrificed. The followed protocol is further
detailed by S. Miyamoto et al. [14].
Design and delivery of siRNA in vivo
The Accel siRNA SMART-pool duplexed of 4 predesigned
mouse SOCS3-siRNA (# 1-4) were purchased from Dharmacon
(IL, USA). The siRNA sequences specific for mouse SOCS3 (#1:
sense 59-GCCUCAAUCACUUUUAUAAUU-39, antisense 59-
PUUAUAAAAGUGAUUGAGGCUU-39; #2: sense 59-GUAU-
GAUGCUCCACUUUAAUU-39, antisense 59-PUUAAAGUG-
GAGCAUCAUACUU-39; #3: sense 59- CUGUUUU-
GAAUAAUGUUUAUU-39, antisense 59-
PUAAACAUUAUUCAAAACAGUU-39; #4: sense 59-
GGGGAAUCUUCAAACUUUCUU-39, antisense 59-PGAAA-
GUUUGAAGAUUCCCCUU-39) were selected, synthesized, and
annealed by the manufacturer. Additionally, a non-target siRNA
scrambled duplex from Dharmacon was used (sense 59- UG-
GUUUACAUGUCGACUAAU-39, antisense 59-PUUAGUC-
GACAUGUAAACCAUU-39). SOCS3-siRNA and non-target
siRNA were dissolved in RNAse-free water and then given
intranasally at a volume of 15 ml, previously each animal was
lightly anesthesized using isofluorane. After the first sensitization
with OVA, a total of 10 doses of siRNA were administered every 3
days. To determine the effective SOCS3-siRNA dose, different
concentrations were tested (2-20 mM) in mice with chronic
asthma. The optimal siRNA concentration selected was 2 mM.
Confocal microscopy
Accell Cyclophilin B siRNA rhodamine labeled was purchased
from Dharmacon and instilled intranasally into the mice. Twenty-
four and 48 hours after the siRNA instillation, frozen lung sections
were observed by confocal microscopy (Leyca Microsystems,
Weztlar, Germany) at an excitation wavelength of 547 nm.
Determination of airway responsiveness to methacholine
Mice airway responsiveness was assessed in all animal groups 1
day before the animals were sacrificed. Four individual whole
body plethysmography chambers, obtained from Buxco, were
used as described previously [15]. Enhanced pause (Penh), a
parameter that correlates with measurement of airway resistance,
was used to perform the analysis.
X-ray CT
In vivo CT imaging was performed on a nanoPET/CT small-
animal imaging system (Bioscan, Washington, DC) equipped with
a micro-focus X-ray source and a high-resolution radiation-
imaging device featuring a 102463596 pixel photodiode array
with a pixel pitch of 48 mm. The mice were intraperitoneally
anesthetized with ketamine/xylacine (100 mg/10 mg per kg of
body weight) and positioned in a thermoregulated (38.7uC) mouse
bed with an ophthalmic gel in their eyes to prevent retinal drying.
The scan parameters used for the CT measurements were
360 projections/rotations, 55 kV (peak) 145 mA current, and a
detector pixel size of 141 mm.
Acquisition and reconstruction were performed using proprie-
tary Nucline software (Mediso; Budapest, Hungary). The effects
induced by intranasal challenge with ovalbumin were observed by
Hounsfield Unit density change and volume change quantified
manually using Osirix software (Pixmeo, Switzerland). The
appropriate CT images were preset at the lung window setting
(-400 center, 1240 HU width).
Fluorescence molecular tomography (FMT)
A tail vein injection of 2 nmol of ProSense 680 agent (Perkin
Elmer, MA, US) resuspended in 150 ml of saline was performed in
all mice at day 58, 4 hours after the final intranasal administration
of OVA. For this application, the mice were anesthetized with 2%
isofluorane. Twenty hours after the fluorescence agent delivery, all
mice were imaged using an FMT 1500 fluorescence tomography
system (Perkin Elmer) after depilation to minimize interference
with the fluorescence signal. Immediately before imaging, the mice
were anesthetised using an intraperitoneal injection of ketamine/
xylazine (100 ml per 10 g of animal) and positioned carefully in the
FMT chamber with ophthalmic gel in their eyes to prevent retinal
drying. The resulting 3D data were reconstructed and the region
of interest (ROI) was defined within the chest area using
TrueQuant 3D software to obtain quantifications. The same
threshold was applied to all animals.
Bronchoalveolar lavage (BAL), cell analysis
Twenty-four hours after the last administration of the antigen,
the mice were anesthetized and lung lavages were performed 3
times with 0.5 ml of sterile PBS. The cells obtained were counted
in a Neubauer chamber and used for cytometric analysis in a
FACS CANTO II cytometer (BD, NY, USA).
Tissue processing and histological analysis
The right lung of each mouse was extracted while the animal
was under terminal anaesthesia; the lung was then immersed in
4% paraformaldehyde. Five-micrometer sections were stained
with H&E to assess general morphology. Mucous-secreting goblet
cells were visualized on periodic acid-Schiff (PAS), and Masson
Trichrome stain was used to evaluate for subepithelial fibrosis. Cell
infiltration in the tissue specimens was assessed by counting the
SOCS3-siRNA Inhibits Asthma Phenotype
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number of cells through a semiautomatic method and Image J
software was used for imaging analysis. These analyses were
performed in a blind fashion, and the slides were presented in
random order for each examination.
Immunoblot
Protein extracts from mice lungs (20 mg of total protein) were
resolved on SDS-PAGE and probed with specific Abs at the
appropriate dilution (phospho-STAT3 1:500, STAT3 1:1000,
SOCS3 1:500, RhoA 1:500, ROCK-2 1:1000, b-Actin 1:2000).
Chemiluminescent protein bands were detected using an ECL
detection system (Amersham Biosciences, GE Healthcare, Buck-
inghamshire, UK) according to the manufacturer’s protocol.
RNA isolation, RT-PCR, and TaqMan gene expression
assays
Mice lungs were homogenized previously and then total RNA
was isolated following the Trizol reagent protocol (Invitrogen, CA,
USA). RNA was measured by spectrophotometry, and 1 mg of
RNA was reverse-transcribed to cDNA using a high-capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Warring-
ton, UK).
Quantitative real-time PCR was performed on a 7500 Real-
Time PCR system (Applied Biosystems). TaqMan gene expression
master mix and TaqMan gene expression assay probes (SOCS3,
SOCS1, IL-13, IL-4, IL-5, IFNc, IL-10, and IL-17A) were
obtained from Applied Biosystems and were used for qRT-PCR to
determine mRNA levels. Messenger RNA was calculated for each
sample using the cycle threshold (Ct) value. The relative gene
expression was calculated as follows: 2-DDCt, where DDCt =
DC target gene2DC actin [16].
RNA quality control and miRNA microarray analysis
Total RNA was isolated from the lungs using an RNeasy Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s
protocol. The integrity and quantification of each total RNA
extract was assessed with an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, CA, USA) and unqualified samples were rejected. A
total of 5 mg of purified RNA samples was submitted to the Gene
Expression Department of Complutense University (Madrid,
Spain). In total, 16 samples were analyzed: 4 from the OVA
group, 4 from the OVA siNT group, 4 from the OVA siSOCS3
group, and 4 from the SS group. Following all appropriate
protocols and procedures for quality control, labeling, and
fragmentation of total RNA, the biotin-labeled cRNA samples
were hybridized to GeneChip miRNA 3.0 Array (Affimetrix, CA,
USA) according to manufacturer protocols.
The microarray normalization process was determined with the
software GeneChip Expression Console (Affimetrix). Data were
standardized using the RMA+DABG algorithm. Functional
analysis was carried out using the Babelomics suite (http://www.
babelomics.org/). Differential gene expression was conducted
using the Limma package from Bioconductor (http://www.
bioconductor.org/). To account for multiple testing effects, P
values were corrected using the false discovery rate. Differentially
detected signals were accepted as true when ratios of the P value
were less than 0.01. Results were finally given in terms of ‘‘fold
induction.’’
Determination of total serum IgE and OVA-specific IgE,
IgG1, and IgG2A
At the time of sacrifice, blood samples were collected by cardiac
puncture, and the sera were stored at 280uC until use. Total
serum IgE and OVA-specific IgE, IgG1, and IgG2A were
measured by ELISA (BD Biosciences/BD Pharmingen, NJ, USA).
Results
Localization of siRNA into lung following single intranasal
administration in mice
Firstly, we performed an assay to determine whether naked
siRNA delivered intranasally reached the lung intact and was not
degraded by RNAses in lung airways. After instillation of control
siRNA labeled (2 mM) with a fluorophore (Rhodamine) in the
airways, red fluorescence was observed by confocal microscopy in
response to the 547 nm laser beam. As shown in Figure 1A, strong
red fluorescence was localized in the lungs, predominantly in the
peribronchial epithelial cells either 24 or 48 hours after admin-
istration. No fluorescence was observed in the lungs of the control
group.
SOCS3 evaluation after instillation in a chronic asthma
model
We set out to study SOCS3 gene expression and encoded
protein in lung tissue by quantitative PCR and Western blotting
after SOCS3-siRNA therapy. The plot in Figure 1B shows how
SOCS3 gene expression was inhibited in the lungs of mice that
received SOCS3-siRNA therapy (OVA siNT vs OVA siSOCS3,
P,0.05).
The immunoblotting analysis confirmed these results (Fig. 1C).
Thus, both the group treated with SOCS3-siRNA and the control
group showed similar SOCS3 protein expression (47 vs 58
arbitrary units; P.0.05), i.e. a strong inhibition relative to the
OVA and OVA siNT groups (P,0.001 and P,0.05, respectively;
Fig. 1D).
To assess whether the SOCS3-siRNA delivery had caused an
alteration in other important regulators belonging to the same
family, new measures of SOCS1 mRNA relative levels revealed no
change in this gene expression (see Figure S1).
Finally, to further analyze whether the silence therapy had
affected other organs, SOCS3 quantitative PCR was performed in
liver and spleen from all mice and we observed that SOCS3-
siRNA treatment did not alter SOCS3 gene expression in tested
organs (see Figures S2 and S3).
Reduced inflammation and airway hyperresponsiveness
after SOCS3 silencing
Airway function was assessed using whole body plethysmogra-
phy 24 hours before sacrifice. OVA and OVA siNT-treated mice
developed a significantly enhanced response to methacholine
when compared to saline animals (Fig. 2A). As expected, SOCS3
siRNA-treated mice displayed significantly inhibitory responses to
cholinergic stimulation with different methacholine doses (6, 12,
and 24 mg/ml) when compared to the other asthmatic groups.
Therefore, SOCS3-siRNA therapy protected against methacho-
line-induced AHR.
Typical micro-CT images from each group are illustrated in
Figure 2B. There is an increase in density units in animal lungs
from the OVA and OVA siNT-treated groups (4786271 HU), as
can be observed in the images (Fig 2B, panels 2 and 3). In mice
treated with SOCS3-siRNA, a 2.7-fold reduction in HU was
obtained (178.75660.813 HU), although these differences did not
reach statistical significance (Fig 2B, panel 4).
3D FMT imaging in multiple animals (Fig. 2C) displays a
similar pattern and extension of fluorescence signal in OVA
and OVA siNT-treated mice. Similarly, control and SOCS3
SOCS3-siRNA Inhibits Asthma Phenotype
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Figure 1. SOCS3 gene silencing in lung. A. Red-labeled siRNA localization in mouse lung after intranasal delivery determined by confocal
microscopy. 2 mM of siRNA was administered. 1: control mouse lung after 48 h after administration of distilled water. 2 and 4: Lung airway images
after 24 h from siRNA delivery. 3 and 5: Lung airways 48 h after siRNA administration. B. Relative SOCS3 mRNA levels were determined by real-time
quantitative PCR. The results show relative gene expressions as determined by the DDCT method. C. SOCS3 Western blot analysis from lungs was
achieved using an antibody against SOCS3 and b-actin. Lane 1: lung lysate from the SS group; lane 2: lung lysate from the OVA group; Lane 3: lung
lysate from the OVA+siNT group; and lane 4: lung lysate from the OVA+siSOCS3 group. b-actin was used as a loading control. The picture is a
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siRNA-treated mice show a decrease in fluorophore concentration
(ProSense 680 nm). The concentrations derived from FMT
(Fig. 2D) performed in asthmatic (OVA and OVA siNT) mice
were 106613 pmol/lung in transient SOCS3 knock-down versus
174610 and 187626.2 pmol/lung, respectively; P,0.05.
Cellular airway inflammation is a pivotal event in OVA-induced
airway sensitization and, as expected, the SOCS3-siRNA treat-
ment produced changes in the total number and composition of
cells from the BAL. Figure 3A shows that after SOCS3-siRNA
therapy, the absolute number of BAL cells significantly decreased
in comparison to the OVA group (11.867.1 105 cells versus
59.6635.1 105 cells, P,0.001).
Flow cytometry was used to evaluate the percentage of different
cell subpopulations in BAL. As shown in Fig. 3B, treatment with
SOCS3-siRNA altered the cellular profile, resulting in a significant
reduction in eosinophils (a 41% decrease) in BAL fluid (P,0.05).
We did not find any significant changes in other leukocyte
populations measured, such as neutrophils or lymphocytes T and
B. These results indicate that administration of SOCS3-siRNA
into the lung modulates allergen-induced BALF eosinophilia.
Histopathologic examination
SOCS3-siRNA treatment resulted in a reduction of inflamma-
tory infiltrates in the perivascular and peribronchial regions in
mice lungs (Fig. 4D) compared to OVA, and OVA siNT groups
(Fig. 4B and C). These infiltrates were quantified by semiauto-
matic analysis and the results are presented in Figure 4E.
SOCS3-siRNA therapy abrogates mucous presence and
reduces collagen deposits in the airways
Excessive mucous secretion from hyperplasic goblet cells is also
a characteristic feature of the asthmatic airway. To determine if
the extent of mucous cell metaplasia following SOCS3 knockdown
is modified, paraffin-embedded sections of lung were stained with
PAS that stains mucous-producing goblet cells in asthmatic
representative example of several mice, all displaying similar results. D. SOCS3 bands were quantified by densitometry. SS group (mean 6SD, n = 13);
OVA group (mean6SD, n = 12); OVA siNT-treated group (mean6SD, n = 12); OVA siSOCS3-treated group (mean6SD, n = 15). `P,0.001 and *P,0.05
between groups.
doi:10.1371/journal.pone.0091996.g001
Figure 2. In vivo techniques to assess the effect of SOCS3 gene silencing in lungs. A. Airway hyperresponsiveness to methacholine
challenge. Methacholine dose response curve 24 hours after last OVA administration. Saline group (mean 6SD, n = 13); OVA group (mean 6SD,
n = 12); OVA siNT-treated group (mean 6SD, n = 12); and OVA siSOCS3-treated group (mean 6SD, n = 15). B. Native axial micro-CT images of the
lungs of typical mice from each experimental group, where hyperintense areas (arrow) correspond to tissue with more fluid than normal. 1: SS n = 4;
2: OVA n = 4; 3: OVA siNT n = 4; 4: OVA siSOCS3 n = 4. *P,0,05 between groups. C. In vivo FMT tomographic imaging. Lung fluorescence after
ProSense 680 administration in mice. Three-dimensional regions of interest were placed within the lung region. 1: SS group; 2: OVA group; 3: OVA
siNT group; 4: OVA siSOCS3 group. C. 3D FMT quantification of pulmonary inflammation, expressed as total pmoles per lung 6 S.D ({P,0,01) of
ProSense 680 fluorescence within the lung region of each mouse from all the study groups (SS n = 4, OVA n = 4, OVA siNT n = 4, OVA siSOCS3 n = 4).
doi:10.1371/journal.pone.0091996.g002
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airways. In mice with chronic asthma as well as in those treated
with the non-target siRNA (Fig. 4G and H), an increase in PAS-
positive cells was observed in the bronchial epithelium when
compared with saline controls (Fig. 4F). These positive cells almost
disappeared in OVA mice that had received SOCS3-siRNA
therapy and therefore displayed a similar pattern to that observed
in the airways of mice from saline group (Fig. 4I).
Increased collagen deposition is a hallmark of airway remod-
elling due to prolonged inflammation with chronic asthma.
Connective tissue was examined in lung sections stained with
Masson Trichrome. Saline mice presented a thin uniform layer of
matrix in the peribronchial subepithelial region (Fig. 4J), whereas
in chronic asthmatic mice we detected an increase in matrix
thickness in the subepithelial layer of the airways as well as in the
perivascular regions (Fig. 4K), as shown by the increase in the
extent of collagen deposition and intensity of staining. Similar
results were obtained for OVA mice treated with the non-target
siRNA (Fig. 4L). When asthmatic mice were treated intranasally
with SOCS3-siRNA, we found that matrix deposition was
consistently abrogated in the same regions (Fig. 4M).
Humoral response was not altered in chronic asthmatic
mice after SOCS3 silencing
We also tried to ascertain whether SOCS3-siRNA treatment
might alter the humoral immune response. As can be seen in
Table 1, determination of serum IgE revealed that after SOCS3-
siRNA treatment, total IgE levels were not altered compared with
mice with chronic asthma (OVA group). Specific IgG2a and IgG1
measurements against OVA indicated that the response against
the Ag was not modified in the SOCS3 silencing group. In this
group, however, a slight reduction in OVA-specific IgE level was
observed.
Effect of SOCS3 down-regulation on quantitative
expression of cytokine genes in lungs
We assessed the effect of SOCS3 silencing on lung cytokine
levels. The results indicated that Th2 cytokines (IL-4, IL-13, and
IL-5) were increased in mice with chronic-induced asthma
(P,0.05, Figure 5 A, B, C) when compared with saline mice.
When SOCS3-siRNA treatment was delivered, the mRNA levels
of IL-4, IL-5, and IL-13 were significantly lower than in the OVA
group (Fig. 5A, B and C, P,0.05). We also found elevation of
INFc mRNA expression levels in asthmatic mice groups, but no
significant changes were found in the levels of INFc after SOCS3
silencing (Figure 5D).
Figure 3. Analysis of cell populations in BAL. A. Total cell counts in BAL. B. Leukocyte population analysis by flow cytometry in BAL. SS group
(mean 6SD, n = 13); OVA group (mean 6SD, n = 12); OVA siNT-treated group (mean 6SD, n = 12); and OVA siSOCS3-treated group (mean 6SD,
n = 15) `P,0.001 and *P,0.05 between groups.
doi:10.1371/journal.pone.0091996.g003
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We also evaluated the regulatory axis (IL-10 and IL-17A gene
expression). A marked increased in IL-10 mRNA expression, as
compared with OVA mice, was achieved in mice with SOCS3
down-regulation, as shown in Figure 5E (10-fold, P,0.05). We
further corroborate IL-10 increased production after SOCS3
down-regulation in BAL fluids (Data not shown). By contrast,
IL-17A mRNA levels were augmented in OVA mice and inhibited
in SOCS3 siRNA-treated mice (Fig. 5F, P,0.05).
In general, mice treated with the non-target siRNA displayed a
similar cytokine expression profile than OVA mice; although the
non-specific siRNA treatment seems to affect IL-13, IL-10 and IL-
17A mRNA relative levels, these alterations do not reach
significant differences.
Thus, analysis of the expression levels of several cytokines in the
study groups showed that IL-5, IL-13, IL-4, and IL-17A were the
predominant mediators down-regulated after SOCS3 silencing; by
contrast, IL-10 is up-regulated in the local inflammatory process in
airways.
Signaling pathways
The JAK-STAT pathway is activated in chronic asthma. To
ascertain STAT3 phosphorylation state after SOCS3-siRNA
delivery, we performed a Western blot analysis. STAT3
phosphorylation is induced in OVA and OVA siNT-treated mice,
while mice treated with SOCS3-siRNA showed a reduction in
pSTAT3 status (Fig. 6A). Figure 6B summarizes the pSTAT3
protein expression quantified by densitometry and normalized
with STAT3 levels.
The RhoA/Rho kinase pathway is directly implicated in
asthma, promoting bronchoconstriction, airway remodeling, and
airway inflammation. In our model, RhoA and ROCK-2 protein
expressions were increased in chronic asthmatic mice (OVA and
OVA siNT groups). Whereas in mice with SOCS3-siRNA
treatment, we found less protein expression of both intermediates:
ROCK-2 and RhoA (Fig. 6C). Protein bands were quantified by
densitometry; the results are plotted in Figure 6D and 6E,
respectively.
MicroRNAs profiling after SOCS3 transient knockdown
Because miRNAs are now recognized as key regulatory
elements in gene expression, we determined which miRNAs had
modified their expression following SOCS3-siRNA therapy in the
Figure 4. Pulmonary histopathologic findings in chronic asthma: effect of SOCS3-siRNA therapy. Comparison of structural changes in
airways of negative control (SS, n = 13), untreated positive control (OVA, n = 12), non-target siRNA-treated (siNT, n = 12), and SOCS3 siRNA-treated
(SOCS3-siRNA, n = 15) mice shown with H&E (row A–D), PAS (row F–I) and Masson Trichrome (row J–M) staining of lung sections, in at least 3
independent experiments. Representative photomicrographs of excised pulmonary tissue from the saline group are in the first column, the second
column presents the OVA group, the third depicts the OVA group, and the SOCS3- siRNA group is represented in the fourth column. E. Cell infiltration
in the specimens. Saline group (mean 6SD, n = 13); OVA group (mean 6SD, n = 12); OVA siNT-treated group (mean 6SD, n = 12); and OVA siSOCS3-
treated group (mean 6SD, n = 15). *P,0.05 between groups.
doi:10.1371/journal.pone.0091996.g004
Table 1. Total and specific Ig in serum.
Group Specific OVA Ig (O.D)*
IgG1 IgG2 IgE Total IgE (ng/ml)
SS 0.0560.04{ 0.0560.03{ 0.0660.02{ 60.2667.1{
OVA 0.4160.16 0.3460.22 0.1260.1 130625.6
OVA + siRNA NT 0.4960.24 0.2660.24 0.1860.13 156.1658.6
OVA + siRNA SOCS3 0.5160.28 0.3260.28 0.0860.07 150.363.3
*Ig levels values represented (mean 6 SD) for each group (12–17 mice/group).
{P,0.05 vs other groups.
doi:10.1371/journal.pone.0091996.t001
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asthma mouse model using microarray analysis. Table 2 displays
all the miRNAs affected after SOCS3-siRNA therapy. The
comparison of OVA and OVA siNT versus the OVA siSOCS3
group shows a total of 25 miRNAs that are down-regulated in the
asthmatic treated groups (first column), while 11 miRNAs were
augmented due to the treatment (second column).
Discussion
The present study provides new insights in asthma therapy. We
have developed and successfully tested an intranasally delivered
siRNA therapy in an OVA-induced mouse model of chronic
asthma. Transient knockdown of SOCS3 by naked siRNA in
chronic asthmatic mice has led to a decrease in lung eosinophilia,
as well as a significant reduction of AHR and mucous in the
airways, therefore improving chronicity and remodelling.
The inhibition of airway alteration is measured as a reduction in
cellular infiltration, globet cell hyperplasia, and matrix deposition.
A histologic analysis of the airways after SOCS3 silencing revealed
a diminished perialveolar and peribronchial cellular infiltration
and a conserved structure in the airway epithelium.
In our model of asthma SOCS3-siRNA treatment produce also
a decreased expression in IL-5, IL-13, and IL-4. This indicates
that the therapy directly regulates the Th2 differentiation rate. It is
well known that IL-5 actively participates in promoting eosinophil
infiltration to the airways, so it is not surprising that after silence
therapy IL-5 gene expression in lungs mice was reduced and this
correlated with a decreased of eosinophil numbers.
After chronic OVA challenge, IL-4 mRNA levels are dramat-
ically up-regulated in the lungs, as well as in splenocyte cultures
stimulated with the OVA antigen (see Figure S4). Once in the
airways, IL-4 has the capacity to induce IgE isotype switching and
increase mucous production by airway epithelial cells. Moreover,
IL-4 is one of the key cytokine regulating the differentiation to the
Th2 phenotype. Similarly, we have found high levels of IL-13 in
the airways of asthmatic mice. This IL has been traditionally
related to an increase in AHR [17]. There have been many efforts
to find inhibitors of these 2 cytokines, but the outcomes have yet to
fulfill expectations. Kasaian et al. has recently published a therapy
in which a dual IL-4/IL-13 antagonist reduces lung inflammation,
AHR and IgE production in an OVA-induced asthma murine
Figure 5. Effect of SOCS3-siRNA therapy on quantitative expression of cytokine genes in lungs. mRNA levels of IL-5 (A), IL-4 (B), IL-13 (C),
INFc (D), IL-10 (E), and IL-17A in lungs of different groups of mice, measured by real-time quantitative PCR. The results show relative gene expression
as determined by the DDCt method. SS group (mean 6SD, n = 13); OVA group (mean 6SD, n = 12); OVA siNT- treated group (mean 6SD, n = 12); and
OVA siSOCS3-treated group (mean 6SD, n = 15). Significant differences for IL-5 and IL-4 (P,0.05) expression levels were obtained for OVA SOCS3-
siRNA vs OVA and OVA siNT groups. For IL-13, IL-10, and IL-17A, significant differences were achieved only between the OVA and OVA SOCS3-siRNA
groups (*P,0.05 between groups).
doi:10.1371/journal.pone.0091996.g005
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model [18]. Interestingly, SOCS3 knockdown down-regulated
IL-4 and IL-13 in our experimental model, thus leading to an
improvement in AHR parameters and reducing specific IgE
production.
Another novel finding in this work is the reduction observed in
the RhoA/Rho-kinase signaling pathway after SOCS3 silencing.
In animal models of allergic bronchial asthma it has been shown
that RhoA mediates the augmentation of bronchial smooth muscle
contractility, which is one of the causes of AHR. Recently, ROCK
has been involved in the regulation of allergic inflammation [19].
In fact, ROCK inhibitors have been tested as potential treatments
for AHR in asthma [20]. Moreover, it has been described that IL-
13 as well as IL-4 augment bronchial smooth muscle contractility
with an up-regulation of RhoA protein, in the case of IL-4
probably through STAT6 activation [21–24]. With our treatment,
we have reduced both cytokines and thus we have controlled the
smooth muscle activation and therefore AHR.
It is known that eosinophils are a potential source of IL-17
within asthmatic airways [25], and although IL-23 and IL-17 cells
induce Th17-cell-mediated neutrophilic airway inflammation, it
has also been reported that cells producing these interleukins also
up-regulate Th2 cell-mediated eosinophilic airway inflammation
in mice [26]. According to this data, we have detected elevated IL-
17A levels in asthmatic mice lungs; these levels reverted with the
SOCS3 silencing treatment. At the same time, an increase in IL-
10 expression in lungs was achieved in SOCS3-siRNA treated
group. These results clearly point to SOCS3 as a modulator of the
IL-10/IL-17 regulatory axis.
SOCS3 deficiency in T helper cells resulted in constitutive
STAT3 activation, which in turn enhances TGFb1 and IL-10
production [27]. In our model we have reduced STAT3
phosphorylation after SOCS3 silencing and elevated IL-10
production. This reduced phosphorylation is probably due to we
did not abrogate SOCS3 levels completely. In this way, our
therapy is focused on resetting the natural regulation process
executed by the suppressor to restore the normal phosphorylation
levels of the intermediates, in this case STAT3. Supporting this
idea, there is a study that states that local inhibition of the
Figure 6. Signaling routes modified after SOCS3-siRNA therapy. Total lung proteins from mice for all the study groups were isolated and
Western blot analyses were performed to measure p-STAT3, RhoA, and ROCK-2 activation. pSTAT3 expression was measured against total STAT3
protein (A) and densitometric quantified (B). ROCK-2 and RhoA expression were detected and normalized against b-actin protein (C). Band
densitometries were performed to quantified protein of ROCK-2 (D) and RhoA (E). SS group (mean 6SD, n = 13); OVA group (mean6SD, n = 12); OVA
siNT-treated group (mean 6SD, n = 12); and OVA siSOCS3-treated group (mean 6SD, n = 15). {P,0.01 between groups and *P,0.05 between
groups.
doi:10.1371/journal.pone.0091996.g006
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STAT-3/STAT-5/SOCS3 dependent feedback loop has been
shown to suppress experimental allergic asthma [28].
The major advantage of using naked siRNA is simplicity, as
there is no longer cause for concern about the toxicity and
inflammatory responses associated with certain delivery vectors. In
addition, given intranasally, siRNA is a non-invasive and natural
means of delivering therapeutic agents into the lungs. Naked
siRNA targeting has been shown to be successful in inhibiting viral
lung infection in mouse [29] and rhesus macaque [30]. In fact, a
human clinical trial currently in phase II is using this route to
deliver siRNA for the treatment of human RSV infection [31].
We have previously demonstrated that eosinophils are one of
the major SOCS3-producing cells (7). We have also observed a
correlation between BAL eosinophils and SOCS3 expression
(r = 0.97, P,0.05). Targeting SOCS3 in the airways, where there
is a massive eosinophil presence, may be an important mechanism
of eosinophil reduction by inhibiting their recruitment to the
airways.
MicroRNA-driven RNA interference is a newly recognized and
evolutionary conserved regulatory mechanism [32]. We have used
microarray analysis to determine miRNAs expression profiles in
our chronic asthmatic mice after SOCS3-siRNA therapy. miRNA
modulated by transient SOCS3 knock-down provide information
about regulations operated at a postranscriptional level. Moreover,
2 of the miRNA that appeared downregulated after the SOCS3-
siRNA therapy (miR-146b and 126) have been previously involved
in asthma disease [32,33]. It would be worthwhile to conduct
further studies of the mechanisms involved in the regulation of
those miRNAs and others we have found.
Using fluorescence molecular tomography (FMT), we have
obtained visual discrimination, measurement, and quantification
of asthma progression and have seen how our therapeutic response
has evolved in vivo. Quantification of the cathepsin-activated
ProSense 680 signal provides a noninvasive measure of pulmonary
eosinophilia due to specific protease activation of ProSense by
eosinophils [34]. Moreover, FMT results have been further
corroborated by conventional, invasive techniques and ex vivo
measurements. In addition, X-ray computed tomography has
provided structural and anatomical lung information about the
chronicity in asthma, showing higher density regions in lungs
where the inflammatory process is taking place. These brighter
areas associated with fluid accumulation were reduced after
SOCS3-siRNA therapy. All together, these 2 new techniques
allow us to non-invasively and longitudinally visualize and quantify
inflammation in the lung and monitor therapeutic efficacy in vivo.
The advantages of our therapy are that it is easier to administer
and it is delivered locally unlike in the Moriwaki et al. study [11],
in which SOCS3 was downregulated in T cells in vitro and then
adoptively transferred to mice). Furthermore, as in T cells and
eosinophils, other cells in the airways are probably over-expressed
SOCS3, and our therapy allows the siRNA to be taken up by
other cells in the airways, thus increasing their effectiveness. These
two different approaches have lead to different results. Thankfully
to the local therapy, the siRNA has the ability to down regulate
SOCS3 in the whole lung environment; thus, we have obtained
reduced levels of IL17A mRNA and in turn, increased expression
of IL-10. However, the T cell treatment with SOCS3 siRNA
reported by Moriwaki et al. produced increased IL17 levels in
BAL fluids.
In conclusion, we have demonstrated using different in vitro and
in vivo techniques that SOCS3-siRNA intranasal delivered in a
chronic asthma mouse model leads to inhibited asthmatic
responses. These results may hold therapeutic potential for asthma
patients.
Supporting Information
Figure S1 SOCS1 mRNA relative levels are not altered
by local SOCS3-siRNA treatment in lungs.
(TIF)
Figure S2 SOCS3 gene expression in liver after intra-
nasal SOCS3-siRNA delivering.
(TIF)
Figure S3 SOCS3 gene expression in spleen after
intranasal SOCS3-siRNA delivering.
(TIF)
Figure S4 OVA treatment up regulates IL-4 expression
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Table 2. List of significantly modulated miRNAs after SOCS3
siRNA therapy compared to the non-treated asthmatic groups
(P,0.05), and their respective fold induction (FI).
Downregulated* Upregulated{
miRNA FI miRNA FI
miR-17 2,153 miR-466g 0,448
miR-674 2,032 miR-1935 0,459
miR-25 2,069 miR-1247 0,269
miR-195 2,917 miR-705 0,431
miR-497 2,034 miR-5107 0,467
miR-199b 2,4 miR-3104 0,467
miR- 146b 2,527 miR-1224 0,481
miR -1839 2,234 miR-130a 0,376
miR-122 3,099 miR-1949 0,422
miR -106b 2,655 miR -200b 0,494















*miRNAs downregulated in the siRNA SOCS3-treated group.
{miRNAs upregulated in the siRNA SOCS3-treated group.
doi:10.1371/journal.pone.0091996.t002
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